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SIMGE VE KISALTMA LIiSTESI

Simgeler Aciklama

% > Yiizde

Cr : Krom

Cu : Bakir

Fe : Demir

g : Gram

h/mL : Mililitredeki hiicre sayisi

Kbg¢ : Kilo Baz Cifti

kDa : Kilo Dalton

M : Molar

Mb¢ : Mega Baz Cifti

Mg : Miligram

mi > Mililitre

mm : Milimetre

mM : Milimolar

Mn : Mangan

nm : Nanometre

°C : Derece Santigrat

pH : Hidrojenin giici (“Power of Hydrogen”)
: Svedberg katsayisi
: Kiikirt
- Volt

wiv . Agirlik/hacim

] . Beta

A : Delesyon

ng : Mikrogram

n! : Mikrolitre

pm : Mikrometre



Kisaltmalar

ABC
AcOH
ACP
ADP
Ahr
APS
ASA
ATP
BCA
BPG
BSA
CDI
Clp
CoA
CP
cPHB
DacA
DacC
DadA
dH20
DhaL
DNA
Dps
E. coli
EPS
EtOH
FBP
FocC
FocD
FtsZ

Gl
G2

Aciklama

: ATP- Baglayici Kaset (“ATP-binding cassette”)
. Asetik Asit

. Acil tastyici protein

: Adenosin difosfat

: Aldehit Rediiktaz

: Amonyum persiilfat

: L-Aspartat semialdehit

: Adenozin 3'-trifosfat

: Bisinkonik Asit

: 1,3-bifosfogliserat

: S1gir Serum Albumini (“Bovine Serum Albumin™)
: Temas bagimli biiylime inhibasyonu

: Kazeonilitik Proteaz

: Koenzim-A

: Karbamoil Fosfat

. (R)- 3- Hidroksibiitirat

: D-alanil D-alanin karboksipeptidaz A

: D-alanil D-alanin karboksipeptidaz C

: D-amino asit dehidrogenaz

: Distile su

: Dihodriksiaseton kinaz alt birimi L

. Deoksiribo Niikleik Asit

. Aglik proteini sirasinda DNA korumasi proteini
: Escherichia coli

. Ekstraseliiler Polisakkarit

: Etanol

: Fruktoz-1,6-bifosfat

: Fimbira Biyogenezi Oncii Proteini C

: Fimbira Biyogenezi Oncii Proteini D

: Sicaklik duyarh filamentlestirici mutant Z (“Filamenting temperature-
sensitive mutant Z”)

: Blytime 1 (“Growth 17)
: Biiylime 2(“Growth 2”)



G3P : Gliseraldehit 3-Fosfat

GABA : Gama aminobiitirik asit

GalF : Galaktofrunoz

GalP : Galaktoprinoz

GDP : Guanizin Difosfat

gldA : Gliserol Dehidrogenaz A

GroEL : Escherichia coli Cpn60

GroES : Escherichia coli Cpn10

GTP : Guanin trifosfat

HCI : Hidroklorik asit

HfIK : Yiiksek Frekansli Lizojenizasyon K (“ High Frequency Lysogenization k™)
HTH : Helix-turn-helix

KDPG . 2-Keto-3-Deoksi-6-Fosfoglukonat

KHG . 2-keto-4-hidroksiglulatarat

lamB : Maltoporin B

LB : Luria-Bertani s1vi besiyeri

LC-MS : S1v1 Kromatografi- Kiitle Spektrometrisi

LC-MS/MS : S1v1 Kromatografi- Kiitle Spektrometrisi/ Kiitle Spektrometrisi
L-GAP : L-gliseraldehit 3-fosfat

malE : Maltoz/maltodekstrin baglayici periplazmik proteini E
malK : Maltoz/maltodekstrin baglayici periplazmik proteini K
malM : Maltoz/maltodekstrin baglayici periplazmik proteini M
ME-2,4cPP : 2-metil-D-eritrol 2,4-siklodifosfat

MeOH : Metanol

mglB : D-galaktoz baglayici periplazmik proteini B

MRNA : Mesajc1 RNA

MS : Kiitle Spektrometrisi

NAD : Nikotinamid adenin diniikleotid

NADH : Nikotinamid adenin diniikleotit hidrojen

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

OD : Optik yogunluk

OmpA : D1s membran proteini A (“Outer membrane Protein A”)
OmpC : D1s membran proteini C (“Outer membrane Protein C”)
OmpD : D1s membran proteini D (“Outer membrane Protein D”)
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OmpF
OmpX
ORN
PAGE
PEP
PhoH
PotF
PPi
PstS
PTS
QS
RbsB
RNAP
ROS
Rpm
RpoS
rRNA
S

S. pombe
SDS
SodA
SRNA
T6SS
TCA
THF
tRNA
Ts
UDP
UDP-GIcNAc
UDP-ManNAc
UPEC
UTP
YEA
YEL

: D1s membran proteini F (“Outer membrane Protein F”)
: D1s membran proteini X (“Outer membrane Protein X”)
: Ornitin

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Fosfoenol Piriivat

: Fosfat H

: Putresin baglayici periplazmik protein

. Pirofosfat

: Fosfat baglayic1 Protein S

: Fosfotransferaz Sistemi

. Quorum Algilama (“Quorum Sensing ")

: Riboz ¢ikarma baglayici Proteini B

: RNA polimeraz

. Reaktif Oksijen Tiirti

: Dakika/devir sayisi

: RNA polimeraz sigma

: Ribozomal riboniikleik asit

. Sentez

: Schizosaccharomyces pombe

: Sodyum dodesilsiilfat

. Siiperoksit dismutaz A

: Kiigiik RNA

: Tip 6 Salgilama Sistemi

: Trikloroasetik Asit

: Tetrahidrofolat

: Tastyict RNA

: S1icaklik Kararli (“Thermo Stabil”)

: Uridin Difosfat

: Uridin difosfat-N-asetilglukozamin

- Uridin difosfat-N-asetilmannomasin

. Uropatojenik E.coli

> Uridin Trifosfat

: Maya ekstreli kat1 besiyeri (“Yeast Extract Agar”)
: Maya ekstreli s1v1 besiyeri (“Yeast Extract Liquid™)
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KO-KULTUR SISTEMIYLE ANTIMiKROBIYAL PEPTID ELDESI UZERINE
CALISMALAR

Aysegiil YANIK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damsman : Dr. Ogr. Uyesi Cagatay TARHAN

Dogal ekosistem sasirtict  derecede c¢esitlilife sahip mikrobiyal tiirler barindirir.
Mikroorganizma popiilasyonlari besinler ve ¢gevredeki diger kaynaklara ulasma bakimindan bir
ortak yasam alani icerisinde bulunur. Mikroorganizmalarin ideal laboratuvar kosullarinda
iretilmesi, onlarin dogal ekosistem sartlarindan uzaklastirir ve onlar1 kendi mikrobiyal
diinyalarindan, 6zellikle de rakiplerinden izole eder. Laboratuvarlarda kullanilan geleneksel saf
kiiltiirleme teknikleriyle kiigiik molekiillerin aracilik ettigi etkilesimler hesaba katilmaz, bu da
etkilesimlerin kesin yapisinin biiyiik 6l¢iide bilinmemesine neden olmaktadir.

Ko-kiiltiir sistemleri iki ya da daha fazla sayida farkli hiicre popiilasyonunun bir arada tiretildigi
sistemlerdir. Bu sekilde popiilasyonlar arasindaki dogal etkilesimlere iliskin caligsmalar
yapilabilmekte ve dogada gézlenmeyen sentetik etkilesimler saglanabilmektedir. Bu sistemlerle
dogal iiriin kesfi, mikrobiyal ekoloji, evrim ve patogenez c¢alismalart yapilmaktadir. Ayrica
endiistriyel, cevresel ve tibbi c¢alismalarda ko-kiiltlir sistemlerinin kullanimi karsimiza
¢ikmaktadir.

Bu tez calismasinda kendi laboratuvarlarimizda bulunan Schizosaccharomyces pombe’nin
yabani irkiyla Escherichia coli’nin DH5a 1rki kendilerine 6zgii besi yerlerinde g¢ogaltildiktan
sonra farkli hiicre sayis1 kombinasyonlartyla %0,1 glikoz igeren besiyerlerine ekilerek 48 saat
ve 72 saat boyunca kiiltiirlenmis ve hiicrelerin besiyerine saldiklari proteinlerdeki farklilasma
SDS poliakrilamid jellerde gozlemlenmistir. Ko-kiiltiir kosullarinda kontrol kosullarindan
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farkli olarak ortaya g¢ikan yeni protein bantlari saptanmis ve bu bantlarin iki tanesi kiitle
spektrometresi (MS) yontemiyle analiz edilmistir. MS sonucunda 110 tane protein elde
edilmistir. Bu proteinler; ¢esitli karbonhidrat baglayici proteinler, ¢esitli sinyal molekiillerinin
ve antibiyotiklerin tanimlanmasinda goérevli membran proteinleri ve cesitli hiicresel siireglerde
yer alan diger proteinler olarak karsimiza ¢ikmistir. Sonug olarak elde edilen proteinlerin kalori
kisitlamasi ve rakip popiilasyonun varliginda artis gosterdigi goriilmistiir.

Aralik 2021, 75 sayfa.

Anahtar kelimeler: Ko-kiiltiir, Antimikrobiyal Peptid, Shizosaccharomyces pombe,
Escherichia coli.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

STUDIES ON ANTIMICROBIAL PEPTIDE OBTAINING BY CO-CULTURE
SYSTEM

Aysegul YANIK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Cagatay TARHAN

The natural ecosystem contains an astonishing variety of microbial species. Populations of
microorganisms exist in a common habitat in terms of access to nutrients and other resources
in the environment. Cultivation of microorganisms in ideal laboratory conditions apart them
from their natural ecosystem conditions and isolates them from their microbial world, especially
from their competitors. With traditional piire culture-oriented cultuvation techniques used in
laboratories, interactions mediated by small molecules are not taken into account, resulting in
the precise nature of the interactions being largely unknown.

Co-culture systems are systems in which two or more different cell populations are grown
together. In this way, studies on natural interactions between populations can be made and
synthetic interactions that are not observed in nature can be provided. With these systems,
natural product discovery, microbial ecology, evolution and pathogenesis studies are carried
out. In addition, the use of co-culture systems in industrial, environmental and medical studies
IS encountered.

In this thesis study, the wild strain of Schizosaccharomyces pombe and the DH5a strain of
Escherichia coli in our own laboratories were grown in their own specific media, cultured for
48 hours and 72 hours by planting in media containing 0,1% glucose with different cell number,
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and the differentiation in the proteins released by the cells into the medium was observed in
SDS polyacrylamide gels.

Different from the control conditions, new protein bands that emerged under the co-culture
conditions were detected and two of these bands were analyzed by mass spectrometry (MS).As
a result of MS, 110 proteins were obtained. These proteins are; Various carbohydrate-binding
proteins, membrane proteins involved in the identification of various signaling molecules and
antibiotics, and other proteins involved in various cellular processes. As a result, it was
observed that the obtained proteins increased in the presence of calorie restriction and
competitor population.

January 2022, 75 pages.

Keywords: Co-culture, Antimicrobial Peptide, Shizosaccharomyces pombe, Escherichia coli.
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1. GIRIS

Dogal ortamda gerceklesen mikrobiyal etkilesimler, organizmalarin hayatta kalmalar1 icin
kritik 6neme sahiptir. Bu dogal etkilesimlere ikincil metabolitler, sinyal algilama molekiilleri
ve peptitler gibi ¢esitli molekiiller aracilik eder (Fuqua ve dig., 2001; Waters ve dig., 2005).
Laboratuvarlarda kullanilan geleneksel saf kiiltiir iiretme teknikleri mikroorganizmalar1 dogal
ortamlarindan izole ettigi i¢in, kii¢iik molekiillerin aracilik ettigi etkilesimleri hesaba katmaz,
bu da etkilesimlerin kesin yapisinin biiyiik dl¢lide bilinmemesine neden olmaktadir (Park ve

dig., 2011).

Ko-kiiltiir sistemleri hiicreler arasi etkilesimleri incelemek amaciyla iki ya da daha fazla sayida
farkli hiicre popiilasyonunun bir arada iretilmesine izin veren karigik kiiltlirler igeren
sistemlerdir. Bu sistemlerle deneyleri yiiritmenin ana nedenleri; popiilasyonlar arasindaki
dogal etkilesimlerin incelenmesi, bazi popiilasyonlar i¢in kiiltiir basarisinin arttirilmasi ve
popiilasyonlar arasinda sentetik etkilesimlerin kurulmasi olarak siralanabilir. Ko-Kkiiltiir
sistemleri, hiicre popiilasyonlar1 arasindaki etkilesimleri incelemek icin, dogal iiriin kesfi i¢in,
biyoteknolojik calismalarla elde edilen iirlin verimliligini arttirmak ve kiiltiir davranislarini
tyilestirmek i¢in; temel bilimsel ¢alismalarda, endiistriyel ve tibbi ¢aligmalarda uzun zamandir
kullanilmaktadir (Goers ve dig., 2014). Ayrica enfeksiyon mekanizmalarini kesfetme (Cottet
ve dig., 2002) yapay doku yapimina yonelik girisimler ve ilag 6zellikli bilesik bulma ve
gelistirme (Morae ve dig., 2012; Kim, 2005) gibi caligmalar ko-kiiltiir sistemleriyle etkin
bicimde yapilmaktadir. Gelecekteki endiistriyel, tibbi veya ¢evresel ortak kiiltiir uygulamalari
g6z onilinde bulundurularak, bir¢ok sentetik biyoloji sistemi gelistirilmistir. Bunlardan bazilari
patojenleri Oldiirmek i¢in tasarlanan bakteriyel hiicreler, bazi terapodtik uygulamalar
(Bermudez-Humaran ve dig., 2011) ve timér hedefleme (Anderson ve dig., 2008) olarak

Ozetlenebilir.

Birlikte kiiltiirleme teknigini uygulayarak ve de modifiye ederek daha once saptanmamis
antimikrobiyal 6zellikli yeni peptidler izole edilebilir. Bu sekilde yeni ilag etken maddeleri
bulunup gelistirilebilir. Dahas1 ko-kiiltiirleme teknigi ile organizmalar arasinda daha Gnce
saptanmamis etkilesimler saptanabilir ve de organizmanin kendisine 6zgli ¢alisilmamis yeni

yolaklar kesfedilebilir.



Bu tez ¢alismasinda Schizosaccharomyces pombe’nin yabani irki ile Escherichia coli DH5o nin
ko-kiiltiir sartlarinda besiyerine saldiklar1 proteinlerdeki farklilasma saptanmaya ¢alisilacaktir.
Ko-kiiltiiriin kontrol kosullarindan farkli olarak ortaya ¢ikan yeni protein bantlarinin SDS
poliakrilamid jel elektroforeziyle belirlenmesi, bu bantlarin hangi proteinlere ait oldugunu
Kiitle Spektrometrisi yontemiyle saptanmasi hedeflenmektedir. Bu proteinler ko-kiiltiirii
olusturulmus mikroorganizmalarin kendi metabolik aktiviteleri sonucunda hiicre disina
salgiladiklari, aclik gibi stres kosullar altinda salgiladiklari, birbirlerine karsi salgiladiklari
herhangi bir protein olabilir. Besiyerinde tespit edilen proteinlerin antibakteriyal ya da
antifungal olma ihtimali de bulunmaktadir. Bu ¢alisma Schizoccharomyces pombe ve
Escherichia coli DH5a’nin hiicre disina salgiladigi proteinlere ait verilerin yetersizligi sebebi

ile yeni proteinlerin kesfini miimkiin kilma potansiyelini tagimaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.MiKROBIiYAL REKABET

Dogal ckosistem sasirtict  derecede cesitlilige sahip mikrobiyal tiirler barindirir.
Mikroorganizma popiilasyonlar1 besinler ve ¢evredeki diger kaynaklara ulagsma bakimindan
tam anlamiyla bir ortak yasam alani i¢erisinde bulunur. Asirilik sergileyen ortamlar (¢ok tuzlu,
yuksek/diisiik pH derecesinde vb.) disinda ¢ogu ortam yiiksek sayida mikroorganizma
popiilasyonu igerir. Giiniimiizde bu ¢esitlilikler, metagenomik dizileme ve mikrobiyal etiket
dizileme gibi molekiiler teknikler kullanilarak ortaya ¢ikarilmaktadir (Sogin ve dig., 2006,
Rusch ve dig., 2007). Bu c¢esitlilik zenginligi, astrofizikten bir terminoloji Odiing alarak
"mikrobiyal karanlik madde" olarak adlandirilmaktadir (Stewart, 2012; Lok, 2015).

Makro organizmalar gibi, mikroorganizmalar da atmosferdeki azotu topraktaki ¢esitli formlara
doniistiiren mikrobik kiimeler veya ev sahiplerine yarar saglayan simbiyotik organizmalar gibi
baz tiirlerin siki bir sekilde iliskili oldugu ve hayatta kalmak i¢in biiyiik dl¢iide birbirlerine
bagli oldugu minyatiir bir alanda yasarlar (Ghoul ve Mitri, 2016). Bu mikrobiyal popiilasyonlar
siklikla birbirleriyle etkilesime girer. Iki mikrobiyal popiilasyon arasindaki olasi etkilesimler,
pozitif etkilesimler (komensalizm, protokooperasyon ve mutualizm), negatif etkilesimler
(amensalizm ve rekabet) ve biri i¢in olumlu, diger popiilasyon i¢in olumsuz olan etkilesimler

(parazitlik ve avlanma) olarak kabul edilebilir (Bailey ve Ollis, 1986; Atlas ve Bartha, 1998).

Mikroorganizmalarin bulundugu alanlardaki yogunlugu ve ¢ogu ortamdaki kaynaklarin kithig:
g0z Oniine alindiginda, bir hiicrenin hayatta kalmasi bir baska hiicre i¢in aglik anlamina gelebilir
ve bu da giines 15181, besinler veya yasam alani gibi siirli kaynaklar i¢in siddetli rekabete yol
acabilir. Bir sus, rakip bir susta bir uyum azalmasina neden oluyorsa ve ¢evresel baskilardan
ziyade rekabetin bir sonucu olarak evrimlesme olasiligi daha yiiksek oluyorsa, bu susun
rekabetci bir fenotip sergiledigi diisiiniilmektedir (Ghoul ve Mitri, 2016). Mikrobiyal tiirler
arasindaki ve tiir i¢indeki bu rekabet, cevredeki mikrobiyal yasamin onemli bir yoniini

olusturur (Hibbing ve dig., 2010).

Besin kaynagi, giines 15181 ve nis alan1 yetersizligi gibi bazi durumlarda popiilasyonlar, rakipleri
icin toksik veya engelleyici olan kimyasallar1 cevreye salgilar. iki popiilasyon arasindaki

rekabet, Ozellikle rekabet tek bir kaynaga odaklandiginda ve popiilasyonlar bagka tiirlii



etkilesime girmediginde, popiilasyonlardan birini ortak yasam alanlarindan uzaklastirma

egilimindedir (Fredrickson ve Stephanopoulos, 1981).

Ozellikle besin kaynaklar1 mikrobiyal rekabetin odak noktasidir. Besin kaynagi miktari ile
mikroorganizma biiyiime kinetigi arasinda ¢ogunlukla dogrusal bir korelasyon bulunmaktadir.
Bakteriyel biiylime kinetigi calismalarinda oncii olan Jacques Monod, ilk olarak besin
konsantrasyonlarinin sinirlandirilmasi ile bakteri biiylimesi arasindaki iliskiyi gostermis olup
neredeyse tiim izole edilmis besin maddelerinin fazla saglandig tanimlanmis ortamda bakteri
biiylime veriminin, besin kisitlamasi uygulanmis ortamlardan daha iyi oldugunu gdstermistir

(Monod, 1949).

Mikrobiyal biiyiime ve metabolik islevler i¢in gerekli olan besinler karbon, hidrojen, fosfor,
nitrojen, kiikiirt, kalsiyum, demir ve diger metalleri ierir (Barber ve Elde, 2015; Bren ve dig.,
2013; Aldén ve dig., 2001). Mikroorganizmalarin biyokiitleleri arttik¢a, mikrobiyal gruplar
genisler ve besinlerin daha bol oldugu alanlarda kolonilesmek tizere digerleri ile rekabet eder.

Bu durumlarda besin i¢in rekabet ka¢inilmazdir.

Besin ve yasam alani disinda ti¢iincii ve daha az yaygin olarak kabul edilen bir kaynak genetik
materyaldir (Ghoul ve Mitri, 2016). DNA, konagin hayatta kalma ve uyum saglama yetenegini
artirarak yararh 6zellikler saglayabilir. Bakteri topluluklarinda goriilen gen transferi 6zellikle
antibiyotik direng¢ genlerinin edinilmesinde belirgin avantaj saglar (Freese ve dig., 2014). Ayn1
zamanda, mikroorganizmalar gen transferi yaparak rekabeti ortadan kaldirabilirler. Borgeaud
ve digerleri (2015) T6SS mekanizmasi ile Vibrio cholerae’nin komsu hiicrelere toksik genler

aktararak onlar1 elimine ettigi gostermistir.
2.1.1. Rekabet Stratejileri

Mikroorganizmalar kaynaklar i¢in iki bicimde rekabet ederler: somiiriicli rekabet olarak da
adlandirilan pasif rekabet ve aktif rekabet. Pasif rekabet sirasinda, bir tiir digerine dolayh
yoldan kaynak tiikketimi yoluyla zarar verirken aktif rekabet durumunda, iki rakip susun
hiicreleri, dogrudan ve aktif miidahale yoluyla (kimyasal madde salinim1 vb.) birbirine zarar

verir (Ghoul ve Mitri, 2016; Bauer ve dig., 2018).

Pasif rekabette, bir tiiriin sindirim enzimleri ya da sideroforlar1 (demir kelatorleri, ¢céziinmeyen

demire erisim saglamak icin iiretilirler) salgilanmasi yolu ile diger tiirlerin besin maddelerine



erisimini kisitlamasi 6rnek verilebilir (Diggle ve dig., 2007; Rendueles ve Ghigo, 2012, Griffin
ve dig., 2004; Scholz ve Greenberg, 2015).

Bununla birlikte bu molekiillerin liretimi maliyetlidir. Mikroorganizmalar daha az enerji sarf
ederek besin kullanimin1 arttirmak i¢in kendi metabolik diizenleme bigimlerini degistirerek de
pasif rekabet edebilirler (Ackermann, 2015). Hile yapmak olarak da tanimlanan bu pasif rekabet
biciminde organizmalar, diger tlirlerin gen anlatim {riinlerini kullanarak, maliyetli genlerin
anlatiminin azatmak veya ortadan kaldirmak suretiyle kendilerine segici avantaj saglarlar
(Diggle ve dig., 2007, Griffin ve dig., 2004). Gore ve digerlerinin yaptiklar1 calismada (2009),
besin kaynagi olarak sakkarozun bulundugu bir ortamda, Saccharomyces cerevisiae’nin
sakkarozu hidrolize eden bir enzim olan invertazi iretmeyen bir mutant susunun, yabani tip S.
cerevisiae hiicre popiilasyonundan faydalanabildigi ve onu istila edebildigi gosterilmistir.
Burada bir hiicre tarafindan olusturulan Glukozun komsu hiicrelerce kullanildigin1 gz 6niine
aldiklarinda, bir "hileci" susun, invertaz salgilamayip diger hiicrelerin olusturdugu Glukozu
tiketerek is birligi icerisindeki hiicrelerden faydalanmasimnin miimkiin olabilecegini

distinmektedirler.

Son olarak, mikroorganizmalar siirfaktan gibi ylizey aktif maddeler, ramnolipidler, adezyon
veya anti-adezyon molekiiller (adezinler) veya hiicre dis1 polisakkaritler (EPS) gibi alan
yapisini ve/veya mikrobiyal hareketliligini etkileyen molekiillerin iiretimi yoluyla belirli bir
alana yayilarak/isgal ederek pasif rekabet edebilirler. Bu sekilde degisen beslenme bigimine ve
fiziksel kosullara uyum saglamak, diger tiirlerin kaynaklara erisimini engellemek suretiyle
kendilerini siirekli olarak yeniden konumlandirabilir ve nis i¢inde birincil konuma gegebilirler
(An ve dig., 2006, Kim ve dig., 2014, Nadell ve Bassler, 2011, Schluter ve dig., 2015, Mignot
ve Nollmann, 2017).

Bir¢ok mikroorganizma, geleneksel olarak biyolojik veya biyolojik olmayan yiizeylere yapisan
matriks ile ¢evrelenmis mikrobiyal birikimler olarak tanimlanan biyofilm olusturur. Bu hiicre
kiimeleri cogunlukla birden fazla tiirden olusur ve hiicrelerin antimikrobiyallerden, avcilardan
ve diger cevresel tehlikelerden korunmasini, ayrica yeni nisleri kolonilestirmek ilizere ¢evreye
dagilmasimi saglar. Diger hiicreler bu biyofilmlerin iiretimini engellemek iizere rekabet
stratejilerine bagvururlar (Hall-Stoodley ve dig., 2004, Stacy ve dig., 2016). Ornegin,

Esherichia coli hiicreleri, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa'da biyofilm



olusumunu inhibe eden yiizey aktif maddeler ve EPS iiretir (Valle ve dig., 2006, Rendueles ve
dig., 2011).

Aktif rekabet, rakip hiicrelerin birbirlerini ortadan kaldirmak i¢in aktif olarak veya kimyasal
savas yoluyla birbirlerine zarar verdigi rekabet bi¢cimidir. Bu rekabet bi¢imi, bakteriyosinlerden
peptitlere ve antibiyotiklere kadar genis yelpazede degisen antimikrobiyallerin iiretilmesi
yoluyla gergeklesir (Chao ve Levin, 1981, Riley ve Gordon, 1999; Ghoul ve Mitri, 2016).
Antimikrobiyal bilesikler, farkl: tiirler arasinda, ayni tiiriin ilgili tlirleri arasinda ve ayrica bir

popiilasyondaki genetik olarak 6zdes bireyler arasinda rekabete aracilik edebilir.

Aktif rekabetinin mekanizmalari arasinda, ¢esitli Gram negatif bakteri tiirlerinin etkilesimlerine
aracilik eden tip VI salgilama sistemleri (T6SS) de yer almaktadir. T6SS, viriilans faktorlerinin,
siringa benzeri ¢ikintilarla, komsu hiicrelere enjekte edildigi 6zel salgi sistemleridir. Bu
sistemler hem Okaryotik hem de prokaryotik hiicreleri hedefleyebilmektedir. Bu nedenle
patogenez ve/veya komsu bakterilere karsi rekabet icin gereklidir (Felisberto-Rodrigues ve dig.,

2011; Russell ve dig., 2014; Borgeaud ve dig., 2015).

Cok sayida rekabet stratejisinin evrimsel olarak ortaya cikist ve korunmus olmasi, bu
stratejilerin mikrobiyal ekosistemdeki merkezi roliinii yansitir. Mikrobiyal rakabet hem
cevremiz hem de kendi mikrobiyomumuz i¢inde bizi etkileyen tiirler aras1 dengenin ayrilmaz
bir parcasidir. Bununla birlikte, bu metabolitlerin islevlerinin pek ¢cok bakimdan aydinlatiimasi
gerekmektedir. Mikrobiyal gruplarda yapilacak analizlerle rekabetci etkilesimlerin daha iyi
anlagilmasi, yalmizca biyolojinin farkli yonlerine derinlemesine bir bakis saglamakla

kalmayacak, ayn1 zamanda terapotik yaklasimlarda yeni gelismeleri de sekillendirecektir.
2.2.KO-KULTUR SISTEMLERI

Robert Koch’un 1880’li yillarda saf bakteri kolonilerini ilk kez kiiltiire almasinin ardindan
mikroorganizmalarin kati veya sivi ortamda aksenik kiiltiirlenmesi (saf halde kiiltiirlenmesi),
mikrobiyolojide standart ve yeri doldurulamaz bir rutine doniismiistiir. Mikrobiyolojinin bir
bilim olarak ortaya ¢ikmasindan bu yana, bilim insanlar1 mikroorganizmalar1 ¢ogunlukla saf
kiltiirler olarak yetistirmeye devam etmistir. Bu da mikrobiyal diinyaya sinirli bir bakis agisi
saglamistir (De Kruif, 1926; Nai ve Meyer, 2018). Ciinkii dogal ortamlarda mikroorganizmalar
genellikle, klonal popiilasyonlardan (hiicrelerin, kendi genetik materyalinin aynisini tagiyan

baska hiicreler iiretmesi) daha ¢esitli ve karmasik gdrevleri yerine getirme yetenegine sahip ¢cok



sayida tiirtin topluluklar1 olarak bulunurlar (Brune ve Bayer, 2012) ve kendi ortamlarinda
gergeklestirdikleri mikrobiyal etkilesimler, organizmalarin hayatta kalmalari i¢in kritik 6neme

sahiptir.

Bu etkilesimlere ikincil metabolitler, g¢esitli sinyal algilama molekiilleri ve peptitler gibi
molekiiller aracilik eder (Fuqua ve Greenberg 2002; Waters ve Bassler, 2005; Oh ve dig., 2007).
Biitiin mikroorganizmalar arasinda gerceklesen bu etkilesimler igerisinde bakteri-bakteri
(Mearns-Spragg ve dig., 1998), bakteri-mantar (Cueto ve dig., 2001; Park ve dig., 2011) ve
mantar-mantar (Zhu ve dig., 2013) etkilesimleri de bulunmaktadir. Mikrobiyal genom dizileme
caligmalari, ozellikle bakteri ve mantarlarin genlerinin %10-15 gibi 6nemli sayilabilecek bir
kismini, ikincil metabolizmaya ayirdigini - gostermektedir. Bu deger laboratuvar
arastirmalarinin ongorebileceginden ¢ok daha fazladir. Sasirtict bir sekilde, bu genlerin ¢ogu
sessizdir, yani laboratuvar yetistirme kosullar1 altinda anlatimi1 yapilmaz (Sanchez ve dig.,

2012; Brakhage, 2013; Inglis ve dig., 2013).

Mikroorganizmalarin, fazla mikro/makro besin, yiiksek su aktivitesi, sabit sicaklik,
tamponlanmis pH gibi, ideal laboratuvar kosullarinda {iretilmesi, onlarmm dogal
ekosistemlerinden uzakta olduklar1 anlamina gelir. Organizmalar mikrobiyal diinyasindan ve
rakiplerinden izole edildikleri i¢in, laboratuvarlarda kullanilan geleneksel saf kiiltlirleme
teknikleri, kiiciik molekiillerin aracilik ettigi etkilesimleri hesaba katmaz, bu da etkilesimlerin
kesin yapisinin biiyiik 6lciide bilinmemesine neden olmaktadir (Park ve dig., 2011; Nai ve

Meyer 2018).

Ikincil metabolitlerin {iretiminde mikrobiyal etkilesimin 6nemi gdz Oniine alindiginda,
mikroorganizmalar dogal {irlin kesfi bakimidan bir hazine sandigin1 temsil eder. "Karma
kiltiirler" iizerine rapor edilen ilk calisma 1918'e kadar uzanmaktadir. Bu c¢alismada
Escherichia coli ve Bacillus paratyphosus'un ortak kiiltiirleri analiz edilmistir ve '"bu
aragtirmalarla bakteri kiiltiiri icindeki biyokimyasal ve fizyolojik siireclerle ilgili baz1 6zel
materyallerin elde edilebilecegi umulmaktadir" sonucuna varilmistir. Giiniimiizde ise hala
mikrobiyoloji, biyoteknoloji ve dogal iriin kesfi alanlarinda calisan arastirmacilar, bu
caligmalar1 takip etmenin bir yolu olarak birlikte ¢ogaltma yaklagimini arastirmaya devam
etmektedir. Bu caligmalar terminolojik olarak ko-kiiltiivasyon, ko-kiiltiir, ortak kiiltiir, ortak
cogaltma, ikili kiiltiir, heterokiiltiir, heterotipik kiiltiir, karma kiiltiir, ya da karisik kiiltiir olarak

karsimiza ¢ikabilir. Bu durum ortak kiiltiir teknolojilerinde kafa karisikligina sebep olabilir.



(Fischer, 1918; Goers ve dig., 2014; Nai ve Meyer 2018). Bu tez kapsaminda birlikte

kiilturleme, ko-kultiir olarak ele alinmaktadir.

Ko-kiiltiir sistemleri, dogada bulunan mikroorganizma topluluklarindan esinlenerek
olusturulmus, iki ya da daha fazla sayida farkli hiicre popiilasyonunun, laboratuvar kosullar
altinda, bir arada iiretildigi sistemlerdir. Bu sekilde kurulan diizeneklerle popiilasyonlar
arasindaki dogal etkilesimlere iliskin caligmalar laboratuvar kosullarinda yapilabilmekte ve
dogada gozlenmeyen sentetik etkilesimler saglanabilmektedir. Ko-kiiltiir sistemleri, hiicre
popiilasyonlari arasindaki etkilesimleri incelemek i¢in uzun zamandir kullanilmakta olan ve
neredeyse her tiirlii hiicre-hiicre etkilesimi calismalari i¢in ideal sistemlerdir (Bertrand ve dig.,

2014; Goers ve dig., 2014).

Caligilan tiiriin disinda kalan canli organizmalardan arinmis tekniklerden, karisik kiiltiirlere
gecis mikroorganizmalar arasi etkilesimin tam olarak anlagilmasina izin verebilir. Dogal iiriin
kesfi, mikrobiyal ekoloji, evrim ve patogenez c¢alismalart bakimindan son derece Onemli
sonuglar dogurabilir (An ve dig., 2006; Gore ve dig., 2009; Nai ve Meyer 2018). Dolayisiyla
bu sistemlerin temel arastirmalar i¢in muazzam bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir
ve asil amact endiistriyel, ¢evresel ve tibbi uygulamalarda toplumsal fayda saglamak olan
sentetik biyoloji ¢aligmalar i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (Chen, 2012; Kitney ve Freemont
2012).

Genomik ¢alismalar belirli bakteri ve mantar gruplarinin, standart laboratuvar biiytime kosullar
altinda ifade edilmeyen diizinelerce ikincil metabolit yolagina sahip oldugunu gostermektedir
(Pettit, 2009; Scherlach ve Hertweck 2009). Mantarlarin, aktinomisetlerin ve miksobakterilerin
genomlari, temel islevler i¢in gerekenden cok daha biiyiikk oldugundan, genomlarinin bir
kisminin alternatif metabolik yollar1 kodladig1 varsayilmaktadir (Knight ve dig., 2003).
Mikroorganizmalarin metabolik potansiyellerini daha iyi anlamak i¢in gelistirilmis bir yaklagim
olarak; karigik kiiltiirlerin kullanilmasi Onerilmektedir. Ciinkii bu yaklasimla, diger
organizmalarin varlhiginda, ikincil metabolit sentezinin indiiklenebilecegi diisiiniilmektedir
(Pettit, 2009). Ayrica mikroorganizmalarin birlikte iiretilmesi gen mutasyonuna ve sessiz gen
kiimelerinin anlatimina veya tiim gen parcalarimin degisimine (yatay gen transferi) neden
olabilir, bu da antibiyotik gibi 6nceden kesfedilmemis kimyasal yapilarin iiretilmesine neden
olabilir (Kurosawa ve dig., 2008; Charusanti ve dig., 2012). Mikrobiyal ortak kiiltiirler,

mikroorganizmalar arasinda ¢cogunluk algilanmasi olarak da ifade edilen Quorum Sensing (QS)



modiilasyonunu kesfetmek i¢in de kullanilmistir. Cogu hastalik QS aracili biyofilmler i¢inde
cogalan bakterilerden kaynaklanmaktadir. Bu sebeple arastirmacilar biyofilm tabakasini
Onlemeye yonelik calismalarda Oncelikli olarak QS sistemini modiile etmeye odaklanirlar
(Kalia, 2013). Ayrica biyofilm topluluklar1 gibi yerel mikrobiyal popiilasyon yogunluklar
yuksek oldugunda, rekabet¢i etkilesimlerin meydana gelmesi daha olasi oldug i¢in QS

modiilasyonu yeni antibiyotik ve terapotik madde arayislarinda da kullanilmaktadir.

Biyoteknolojide mikrobiyal ko-kiiltiirlerin kullanilmasi ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bu siirecte
kullanilan suslarin metabolik yollarinin sinerjistik etki potansiyeli olmasi nedeniyle ko-
kiiltiirler mono kiiltiirlere gore olduk¢a avantajlidir. Ko-kiiltiirlerle yapilan biyoteknolojik
calismalarda iirlin verimliligini arttirmak, kiiltiir basar1 ve davranislarii iyilestirlestirmek
amaglanmaktadir (Goers ve dig., 2014; Zhang ve dig., 2017). Endiistriyel iirlin eldesinde ko-
kiiltir sisteminin 6nemi her gegen giin artmakta olup bu sistemlerle uzun metabolik yola sahip
iriinlerin tek kiiltiirlii bir sistem kullanilarak iiretilmesinde kolayca ¢oziilemeyen sorunlarin
listesinden gelmek miimkiin kilinmistir. Ornegin Zhou ve digerleri (2015), anti-kanser ilact olan
paklitakselin 6nciilerini {iretmek icin E. coli ve S. cerevisiae’nin mutualist yasadiklar1 ko-kiiltiir
sistemini gelistirmis, bir metabolik ara {iriin olan taksadien sentezlemek iizere tasarlanan

mikrobiyal ortaklikta, heterolog bir metabolik yol olusumunu gdstermislerdir.

<= Glukoz =P

mp> Taksadien mp S. cerevisiae ‘Oksitlenmi;

taksan
F Etanol  <gum

Sekil 2.1 : Paklitaksel Onciileri iiretmek igin ko-kiiltiir tasarimi1 Zhou ve digerlerinden
(2015) alinmistur.

Baska bir c¢alismada ise sinerjistik ko-kiiltliir sistemi ile ksilozdan naringenin {iretimi
gelistirilmis ve uzun bir metabolik yol yeniden yapilandirilmistir. Bu ¢aligmada E. coli ve S.
cerevisiae ko-kiiltiirii kullanilarak, cesitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan degerli bir

flavonoid olan naringeninin heterolog liretimi saglanmistir (Zhang ve dig., 2017).
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Zhang ve digerleri (2015) yaptiklar1 ¢alismada farkli E. coli suslar1 kullanarak gelistirdikleri
ko-kiiltiir biyoreaktor sistemlerinde endiistriyel 6neme sahip cis,cis-mukonik asit ve 4-
hidroksibenzoik asit molekiillerinin yiiksek miktarda tiretimlerini saglamislardir. Bu sekilde
yapilan ko-kiiltiir ¢alismalarinda; farklt mikroorganizmalarin 6zelliklerinden ve islevlerinden
yararlanilmakta, verimliligi artirmak ig¢in ko-kiiltiir iiyeleri arasinda faydali etkilesimler
kesfedilmekte, ayn1 zamanda geri besleme mekanizmasindan kaynaklanan sorunlar en aza

indirgenmektedir.

iki veya daha fazla mikroorganizmanin birlikte kiiltiirlenmesi, gida iiretimi de dahil olmak
lizere cesitli biyoproseslere yaygin olarak uygulanan 6nemli bir fermantasyon teknigidir.
Amino asitler, niikleotidler, antibiyotikler ve enzimler gibi bircok madde tek bir
mikroorganizma kullanilarak basariyla iretilse de geleneksel igeceklerin veya yiyeceklerin
(peynir, yogurt, lahana tursusu, eksi hamur, salam, bira, viski ve sarap gibi) fermantasyonu
sirasinda karmasik substratlar1 verimli bir sekilde kullandiklar1 icin siklikla birden fazla
mikroorganizma kullanilir. Bunun disinda ortak kiiltiir sistemleri endiistriyel olarak atik su
aritimi, biyogaz ve biyoalkol iiretimi, biyolojik toprak islahi iiretiminde uygulanmaktadir

(Taniguchi ve Tanaka, 2004; Bader ve dig., 2010).

Ko-kiiltiir sistemleri kullanilarak enfeksiyon mekanizmalarii kesfetme (Cottet ve dig., 2002)
yapay doku yapimina yonelik girisimler ve terapdtik 6zellikli bilesikler bulma ve gelistirme
(Moraes ve dig., 2012; Kim, 2005) ¢alismalar1 daha etkin bicimde yapilmaktadir. Ozellikle ilag
arastirmalarinda ko-kiiltiir sistemleri olduk¢a 6nem arz eder, ¢linkii hayvan modellerine gore in
vivo kosullara daha ¢ok benzeyen bir doku modelini temsil ederler ve hiicre-hiicre etkilesimleri
tizerindeki ytiksek etkili testler ve ilag etkilerinin ayrintili izlenmesine izin verirler (Wu ve dig.,
2010).

Mikrobiyal suglar ve iriinleri analiz edildikten sonra, toplanan veriler degerlendirilmelidir.
Ortak kiiltiir deneylerinde amag, de novo olarak iiretilen veya tiirler arasi rekabete gore
diizenlenen ikincil metabolitleri ortaya ¢ikarmaktir. Giiglii bir sekilde indiiklenen bilesikleri
tanimlamak i¢in kromatografik yontemler yeterli olabilir. Cogu durumda, bu metodoloji, ko-
kiltiirlerde tespit edilen ancak saf suslarin kiiltiirlerinde tespit edilemeyen bilesiklerin se¢imine
izin verir. Kiitle spektrometrisi (MS) ile biiylik veri kiimeleri olusturulur ve ana metabolitlere

ek olarak kiiciik bilesenler hassas ve segici bir sekilde tespit edilebilir. Benzer sekilde, giiclii bir
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iyonun neden oldugu indiikksiyon, toplam MS spektrumlarmin veya LC-MS

kromatogramlarinin karsilastirilmasiyla dogrudan gozlemlenebilir (Bertrand ve dig., 2014).
2.3. Shizosaccharomyces pombe

“Fisyon mayas1” olarak da adlandirilan Schizosaccharomyces pombe morfolojik olarak ¢ubuk

seklinde, Ascomycetes sinifina ait, fakiiltatif, dkaryotik, hareketsiz, tek hiicreli mantarlardir

(Egel, 2004; Hoffman ve dig., 2015).

S. pombe ilk kez 1893 yilinda Paul Lindner tarafindan dogu Afrika dari birast olan Bantu bira
orneklerinden izole edilmis (Slooff, 1970; Munz ve dig., 1989) ve fisyonla (Schizo ...) boliinen
bir maya (... saccharomyces) anlamina gelen bilesik bir taksonomik isim olan

Schizosaccharomyces adi ile tanitilmistir (Egel, 2004).

S. pombe'nin molekiiler biyoloji ve genetik arastirmalarda kullanilmaya baglama tarihi ise, Urs
Leupold’un, Lindner’in liquefaeiens kiiltiirlinden sus almasiyla birlikte 1950°1i yillara
dayanmaktadir. Leupold ¢alismalarinda, sirasiyla yilizde 90 ve yiizde 40 ascospor olusumu ile
karakterize edilen iki homotalik ¢iftlesme tiirii olan 968 h90 ve h40 suslarini izole etmis (ancak
h40 daha sonra kaybolmustur) ve iki zit ¢iftlesme tiirii olan heterotallik 972 h- ve 975 h+
suglarint tanimlamistir. 968 h90 kendi kendine eslesebilirken, 972 h- ve 975 h+ yalmizca
birbirleri ile eslesip diploid hiicre olusturabilirler (Leupold, 1993; Gutz ve dig., 1974; Egel,
2004).

S. pombe’nin yasam dongiisii aseksiiel (vejetatif veya eseysiz) tireme ve seksiiel (eseyli) tireme
stireglerinden olusmaktadir. Asekstiel evrede hiicreler, normal sartlarda haploid yapidadir.
Ozellikle azot kaynagmin eksik olmasi gibi besin agliginin eslesmeyi tesvik ettigi
durumlarinda, ortamda kars1 esey tipinde hiicreler bulunuyorsa seksiiel lireme gergeklesir
(Hoffman ve dig., 2015). Yabani tip S. pombe hiicreleri besin agisindan zengin ortamda,
logaritmik fazda, yaklagik olarak 8-14 pm uzunlugunda ve 3-5 um capindadir. Hiicreler biiyiime
ve bollinme siirecleri boyunca caplar1 degismeden, apikal kisimlara dogru uzamaya devam
ederler ve medial fisyon ile boliinerek esit biiytikliikte iki yavru hiicre meydana getirirler, bu
durumda hiicrenin yas1 sadece uzunlugunun 6lgiilmesiyle belirlenebilir (Sabatinos ve Forsburg

2010; Hoffman ve dig., 2015).
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Ussel olarak biiyiiyen yabani tip hiicrelerde hiicre dongiisii gelismis Okaryotlarm hiicre
dongiilerine benzer sekilde G1, S ve G2 evrelerini igeren interfaz ve mitoz evrelerinden olusur
(Hoffman ve dig., 2015). Haploid hiicreler bulunduklar1 kiiltiirlerde besin agligina maruz
kaldiklarinda ve kars1 esey tipinden hiicre bulunmadiginda, hiicre dongiisiinden ¢ikarak duragan
faza girerler. S. pombe farkli olarak nitrojen ag¢ligi durumunda G1'de tutuklanirken, Glukoz
achigr durumunda G2'de tutuklanir (Costello ve ark. 1986). Seksiiel lireme ise, karsi esey
tipindeki iki hiicrenin olmas1 durumunda gerceklesir. Iki esey tipindeki hiicreler kaynasir ve
diploid yapidaki zigot meydana gelir, zigotun mayoz boliinme gegirmesi ile bir askus icerisinde
haploid yapil1 4 adet askospor olusur. Askus ¢eperinin pargalanmasi ile de sporlar serbest kalir
ve sartlar olgunlastiginda mitoz boliinmeler gegirerek yeni haploid hiicreleri meydana getirirler.

(Gutz ve dig., 1974; Egel, 2004; Hoffman ve dig., 2015).

S. pombe veritabani olan PomBase (http://www.pombase.org) giincel verileri temel alindiginda,
haploid S. pombe genom boyutu 12.57 Mbp’dir, kromozmom sayis1 3’tiir ve 5118 tane protein
kodlayan gene sahiptir, mitokondriyal genomu 1se19.43 kbp boyutundadir (Lock ve dig., 2018).
S.pombe, genomu dizilenen altinct model organizmadir ve tiim genom dizisi Londra'daki Nurse
at the Imperial Cancer Research Fund'da (simdi Cancer Research UK) ve Wellcome Trust
Sanger Enstitiisii'nden Bart Barrell bagkanligindaki bir ekip tarafindan 2001 yilinda
tamamlanmistir  (Wood ve dig., 2002). Dizilemenin tamamlanmasi, sofistike arastirma
metodolojilerinin mevcudiyeti ve Okaryotik hiicre siireclerinin islevsel ve karsilastirmali

calismalari, giintimiizde S. pombe’yi yeri doldurulamaz bir model organizma haline getirmistir.

1970'lerde ve 1980'lerde S. pombe ile yiiriitiilen ve hiicre dongiisii ¢alismalari ile Paul Nurse
2001 yilinda Nobel Fizyoloji veya Tip Odiiliine layik gériilmiistiir (Nurse, 2002; Fantes ve
Hoffman, 2016). Tek hiicreli, 6karyotik S. pombe’nin haploid ve diploid genoma sahip olmasi
biyolojik siireclerde yer alan genleri tanimlayan nadir mutantlarin kesfedilmesine ve genetik
caprazlamalarin kolaylikla yapilabilmesine olanak verir (Hoffman ve dig., 2015). S. pombe
bitki ve hayvan tiirleri ile 6nemli derecede korunmus genler igerir, S. pombe protein kodlayan
genlerinin %69 unun insanda ortologu bulunmaktadir ve bunlarin bir kisminin insan

hastaliklariyla iliskili oldugu tespit edilmistir (Lock ve dig., 2018).
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2.4. Escherichia coli DH3a

Escherichia coli 1884'te Alman mikrobiyolog ve ¢ocuk doktoru Theodor Escherich tarafindan
kesfedilmistir (Escherich, 1988; Shulman ve dig., 2007). E. coli birgok besin iizerinde kolayca
tireyebildigi, cogu susu patojenik olmadigi ve hemen hemen her insandan izole edilebildigi i¢in
mikrobiyologlarin 20. ylizyilin baglarinda yaptiklar1 ¢alismalarda en yaygin olarak tercih
ettikleri segeneklerden biri haline gelmistir. 1940'lara gelindiginde hala pek ¢ok temel
aragtirmada kullaniliyor olmasi, onu 1950'lerde gerceklesen molekiiler biyoloji devriminin
baslangicinda, calisilmasi gerektigi ¢ok acik olan organizmalardan biri yapmistir (Blount,

2015).

E. coli filogenetik olara Enterobacteriaceae’nin bir iiyesidir. Tipik bir Gram-negatif basildir,
yaklagik olarak 1 pm uzunlugunda ve 0,35 pum genisligindedir, ancak bu oOlgiiler, susa ve
kosullarima bagli olarak onemli Olciide degisebilmektedir. Cevresinde hareket etmek igin
kullandig1 kirbag benzeri kamgiya veya ylizeylere veya diger hiicrelere yapigsmasina izin veren
sa¢ benzeri pili yapilarina sahip olabilir. Fizyolojik olarak, fakiiltatif bir aerobiktir, yani oksijen
varliginda veya oksijen olmadan biiyliyebilir, ancak asir1 sicaklik veya pH degerlerinde

iireyemez, fotosentez yapamaz (Brenner ve dig., 2004; Shulman ve dig., 2007).

E. coli, cogu susu patojenik olmayan bir bakteridir ve insan bagirsaginda kommensalist yagar.
Bununla birlikte bazi suslari gida-orjinli patojen potansiyelindedir ve bagirsaklarda giiclii
endotoksin iiretme faaliyetleri gosterebilir. Yaklagik olarak 200 patojenik E. coli susu
bulunmaktadir ve bunlar iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve diyare hastaliklar1 gibi yasami tehtit
eden enfoksiyonlara sebep olabilir (Madigan ve Martinko, 2006). E. coli hayatta kalma
kabiliyeti ¢ok yliksek, oldukc¢a rekabet¢i bir organizmadir (Fiichslin ve dig., 2012).

Kromozom dizisi saptanan ilk prokaryot organizmalar arasindadir ve genom dizisi 1997°de
tamamlanmistir. 4,6 milyon baz ¢ifti uzunlugunda halkasal bir DNA’ya sahiptir. 4288 protein
kodlayan gene sahip olduguve genomunun 6nemli oranda tekrarli diziler, transpozabl genetik

elementler ve bakteriyofaj kalintilar1 igerdigi saptanmistir (Blattner ve dig., 1997).

E. coli DH5a transformasyon verimliligini arttirmak i¢in E. coli K-12 susundan tasarlanmig bir
organizmadir. RecCAl, endAl ve mavi beyaz taramayi1 saglayan lacZAM15 olmak lizere {i¢

mutasyona sahiptir. RecA1 mutasyonu, rekombinazlarin aktivitesini devre dis1 birakmak ve
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homolog rekombinasyonu inaktive etmek i¢in hazirlanmis bir nokta mutasyonudur (Bryant,

1988).

Cok dayanikli ve calisilmasi kolay bir organizma olmasi, onu en yogun sekilde incelenen ve en
iyi anlasilan organizma haline getirmistir. Giinlimiizde ise hala en iyi karakterize edilen
organizma olarak kullanilmaya devam etmektedir. Genetik kodlama, transkripsiyon,
translasyon ve replikasyon dahil olmak {izere yasamin en temel yonlerinin ilk c¢alisildigi
organizma olan E. coli ortaya ¢ikan bilgi ve teknolojik gelismeler ile akademik ve ticari
caligsmalarda, bakteri fizyolojisi, mikrobiyoloji, genetik ve biyokimya, farmasdtik iiretim ve
deneysel mikrobiyal evrim c¢alismalarinda &nemli 6lciide kullanilmaktadir. Ozellikle
rekombinant DNA calismalarinda konak organizma olarak kullanilmasi nedeniyle genetik
miihendisligi aragtirmalar1 ve uygulamalari igin en ¢ok tercih edilen organizmalardan birisidir.
(Singleton, 1999; Madigan ve Martinko, 2006; Shulman ve dig., 2007).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1.0RGANIZMA VE BESIiYERI

Bu ¢aligmada Fungi aleminin Ascomycetes sinifina ait, tek hiicreli ve 6karyotik bir maya tiirii
olan Schizosaccharomyces pombe Lindner liquifaciens’in yabani tipi (972 h-) ve Escherichia
coli DH5a susu kullanildi (Tablo 3.1). Calismada kullanilan S. pombe yabani irk1 (972 h-) ve
E.coli DH5a susu 1.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir

koleksiyonundan temin edildi.

Tablo 3. 1: Calismada kullanilan S. pombe ve E. coli irklarinin 6zellikleri.

Irklar Ozellikleri

S. pombe 972h- Yabani irk

FlendAlhsdR17(rwmi")supE44thi-lrecAl
E. coli DH5a gyrA(nal’relA1A(lacZY A" arg FU169deoR[@80
dLacA(LacZ)M15]

Calisma kapsaminda S. pombe hiicreleri Gutz ve dig. (1974)’nin, E. coli DH5a hiicreleri ise

Sambrook ve Russell (2001)’in 6nerdigi besi ortamlarinda tiretildi.

S. pombe ve E. coli DH5a susu hiicrelerinin ayr1 ayri iretilmesinde ve ko-kiiltiiriin
kurulmasinda kullanilan besiyerleri ve igerikleri Tablo 3.2’de verilmistir. E. coli’nin iiretilmesi
ve saklanmasinda Luria-Bertani (LB) besiyeri kullanilirken, S. pombe’nin iretilmesi ve
saklanmasinda Maya 6ziitlii kat1 besiyeri (YEA) ve ¢ogaltilmasinda %3 Glukoz Iceren Maya
Oziitii S1v1 Besiyeri (YEL) kullanildi. Ko-kiiltiir ise %0,1 Glukoz Iceren Maya Oziitii Sivi
Besiyeri (YEL)’nde kuruldu.

Besiyerleri Tablo 3.2°deki oranlarda dikkatli bigcimde hazirlandiktan sonra hazirlandiktan sonra

otoklavda 15 dakika boyunca 121°C’da, 1.2 atmosfer basing altinda steril edildi.
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Tablo 3. 2: Calismada kullanilan besiyeri ve igerikleri.

Besiyerleri icerikleri

Luria-Bertani (LB) (pH 7.2) Tryptone 29
Maya oziitii (Yeast Extract) 1lg
Sodyum kloriir 29

dH.0 ile 200 mL’ye tamamlanir

Maya oziitlii kat1 besiyeri (YEA) (1 L) Maya oziitii (Yeast Extract) 59
Glukoz 30¢g
Agar 209

dH.0 ile 1000 mL’ye tamamlanir

%3 Glukoz lIceren Maya Oziitii Sivi| Maya 6ziitii (Yeast Extract) 5g
Besiyeri (YEL)
Glukoz 30¢g

dH>0 ile 1000 mL’ye tamamlanir

%0,1 Glukoz iceren Maya Oziitii Sivi| Maya oziitii (Yeast Extract) 5g
Besiyeri (YEL)
Glukoz 1g

dH>0 ile 1000 mL’ye tamamlanir

3.1.1. Organizmalarin Uretilmesi ve Saklanmasi

Tiim agsamalarda aseptik tekniklere dikkat ederek yabani tip S. pombe hiicreleri +4 °C’da silika
jelde saklanan stoklardan alinarak YEA besiyerine ekildi ve 30 °C’da 2 giin boyunca iiremeye
birakildi. 2 giin sonrasinda lireyen hiicrelerden azaltma ekim yapilarak tek koloniler elde edildi.
Elde edilen kolonilerden biri secilerek steril baska bir YEA besiyerine ekildi 30 °C’de 2 giin
tiremeye birakildi, boylece calismada kullanilacak stok hiicreler tek koloninin ¢ogaltilmasi ile

saglandi.

E. coli DH5a susu gliserol stoklardan alinarak 5 ml LB besiyerine ekildi, 37 °C’de 150 rpm’de

calkalamal1 etlivde bir gece iiremeye birakildi.
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Calisma boyunca S. pombe hiicreleri kat1, E. coli hiicreleri sivi besiyerinde +4 °C’da saklandi.
3.1.2. Ko-kiiltiiriin Kurulmasi

+4 °C’da kat1 YEA’da saklanan S. pombe hiicreleri siirme teknigiyle yeni bir YEA’ya ekilerek
30 °C’de 2 giin {iremeye birakildi. YEA’da iireyen hiicreler, baslangig hiicre sayis1 108 hiicre/ml
olacak sekilde 5 mL YEL’e ekildi ve 30 °C’da, 180 rpm’de ¢alkalamali etiivde bir gece liremeye
birakild1 ve ko-kiiltiir ekimleri yapildi.

+4°C’da sivi LB’de saklanan E. coli hiicreleri taze 5 ml LB’ye ekildi ve 37 °C’de liremeye
birakildi. E. coli hiicrelerinin duragan faza gegmemesi igin ODgoo nm’de de 0,6’y1 gegmemesi
gerekmektedir. 200 pl ODgoo nm’de de 0,5 degerindeki E. coli hiicre sayisi yaklasik olarak 10°
h/ml’ye denk gelmektedir.

LB’ye ekilip, 37 °C’de iiremeye birakilan E. coli hiicrelerinin, blank olarak steril LB
kullanilarak OD olgtimleri belirli saat araliklariyla yapildi ve OD degeri yaklasik olarak 0,5
iken ko-kiiltiir ekimleri baslatildi.

Ko-kiiltiir deney setlerinde kontrol grubu olarak S. pombe ve E. coli saf kiiltiirleri ayr1 ayri
kullanildi. Ko-kiiltiir ise 2.10° h/ml S. pombe ve 108 h/ml E. coli olacak sekilde baslatildi. S.
pombe kontrol grubu igin 10 ml %0,1 glukoz iceren YEL besiyerine 2.10°% h/ml S. pombe ekildi,
E. coli kontrol grubu igin 10 ml %0,1 glukoz igeren YEL besiyerine 10® h/ml E. coli ekildi. Ko-
kiiltiir seti icin 10 ml %0,1 glukoz iceren YEL besiyerine 2.10° h/ml S. pombe ve 10° h/ml E.
coli hiicreleri ekildi. Tiim setler 32 °C’da, 180 rpm’de ¢alkalamali etiivde inkiibasyona
birakildi.

3.2.PROTEIN ANALIZLERI
3.2.1. Protein Eldesi

48. saat ve 72. saat sonunda kiiltiirler steril falkonlara aktarildi. 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edildi ve tist s1v1 steril bir falkona alinarak ¢oken hiicrelerden uzaklastirildi.

Protein ¢oktiirme islemi santrifiij sonrasinda hiicrelerden arinmis olan iist sividan (ekstraselliiler
alandan) Wessel ve Fliigge’in (1984) onerdigi deterjan ve lipid varliginda seyreltik ¢ozelti

icinde proteinin kantitatif geri kazanimi i¢in uygulanan bir yontem olan metanol-kloroform-su



18

yontemi ile yapildi. Yontem izole edilen protein miktarini arttirmak i¢in kendi ¢alismamiza

uygun olarak degistirildi.

Protein eldesi igin steril falkonlara her bir falkonda 1 ml 6rnek olacak sekilde tist sivi boliindii.
Iml 6rnek tizerine 4 ml metanol eklendi ve tiip vortekslendi. Daha sonra tiipe 1 ml kloroform
eklendi ve tekrar vorteks yardimiyla karistirildi. Ardindan 3 ml dH2O eklendi ve tekrar
vortekslendikten sonra 10000g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra 3 faza
ayrilan orneklerden 2.faza kadar olan {ist sivi uzaklastirildi. (Bu asamada proteinler 2.fazda
toplanmaktadir.) Ardindan tiipe 4 ml metanol eklendi ve takrar vorteks yardimiyla karistirildi.
Tekrardan 10000g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust s1ivi tamamen uzaklastirildi ve metanoliin
ucmast beklendi. Akabinde dibe ¢Okmiis olan protein 6rnekleri 50-200 ul %1 SDS iginde

¢oOziindiriildii. Bu agsamadan sonra protein miktar tayini gerceklestirildi.
3.2.2. Protein Konsantrasyonunun Saptanmasi

Elde edilen protein konsantrasyonlarini belirlemek i¢in SMART™ BCA (bisinkoninik asit)
Protein Assay Kit (iNtRON Biotechnology) kullanildi.

Kullanilan testin prensibi, alkali kosullar altinda Cu (II) iyonlar: ile protein kompleksinin
olusumuna ve ardindan Cu (II) iyonlarmin Cu (I) iyonlarmma indirgenmesine dayanir.
Indirgenme miktari, mevcut protein miktari ile orantili olmaktadir. BCA suda ¢dziinen kararli
bir bilesiktir, alkali ortamlarda Cu (I) ile mor bir kompleks olusturur ve bu kompleks
spektrometrede 562 nm'de maksimum absorbans gosterir. Bu sekilde protein miktar
bilinmeyen 6rneklerin, miktari bilinen protein standartlari ile karsilastirilarak spektrofotometrik

olarak konsantrasyonlarinin belirlenmesi saglanir (Walker, 1994).

Protein konsantrasyonu 6l¢limiinde gerceklestirilen adimlar tiretici firmanin protokoliine uygun
olarak gerceklestirildi. Kit icerisinde bulunan BSA (“Bovine Serum Albumin”, Sigir Serum
Albiimini) kitin talimatlarina uygun oranda seyreltildi ve standartlar hazirlandi. Seyreltme
islemi dH20 kullanilarak 0-2000 pg / mL (25, 125, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 png / mL)
arasinda hazirlandi. Ardindan 5 kez dH2O (bos, numune lizis tamponunun ¢oziiciisii) ile
seyreltildi. 200 uL BCA reaktifi (kit igerisinde bulunmaktadir) 96 kuyucuklu mikro-plakanin
kuyucuklara eklendi. BCA reaktifine 25 pL seyreltilmis O6rnekler ve bos 6rnek eklendi.
Mikro-plaka bir orbital platform ¢alkalayicida (Heidolph Unimax 1010) bir dakika ¢alkalandi.
Daha sonra bir inkiibatorde (Thermo Scientific, Heracell™ 240) 37 °C'de 30 dakika inkiibe
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edildi. Son olarak, 6rnekler absorbansi, 562 nm dalga boyunda spektrometre cihazi (EON,

BioTek Instruments Inc.) kullanilarak 6l¢iildii.

Tiim ornekler ve standartlar 3 tekrarli olarak 6l¢iildii. BSA standartlarinin konsantrasyon ve
absorbans degerleri kullanilarak standart bir egri olusturuldu. Protein konsantrasyonlari, protein
orneklerinin absorbans degerleri standart egriden elde edilen denkleme yerlestirilerek

hesaplanda.
3.2.3. SDS-PAGE

Proteinlerin ayrimini gergeklestirmek i¢in Walker’in (2002) 6nerdigi, suda ¢6ziiniir proteinleri
denetiire ederek ayrilmalarini saglayan Sodyum dodasil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE) yontemi kullanilda.

SDS-PAGE proteinlerin molekiiler kiitlelerine gore ayrilmasina izin verir ve yaklasik olarak 5
ila 250 kDa arasinda iyi bir ayrim gergeklestir (Smith, 1984; Walker, 2002). SDS-PAGE sistemi
kesikli ve kesiksiz olabilir. Bu sistemler hazirlanirken farkli tamponlar kullanilir. Kesiksiz
sistem tek bir ayirici jel ile yapilirken, ¢alismamizda uygulanmis olan kesikli sistem farkli
tamponlarla hazirlanmis iki ayr1 jel kismindan olusur: proteinlerin molekiil agirliklarina (MW)
bagli olarak ayrildigi bir ayirma jeli ve proteinlerin ayirma jeline gegmesi igin Onceden

konsantre edildigi bir yiikleme jeli.

SDS-PAGE uygulamasi i¢in mini jel elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-
Rad) kullanildi. Sisteme ait cam plakalar (1.0 mm), tarak (1.0 mm) ve klipsler kullanim
oncesinde %70 etanol (EtOH) ile temizlendi ve tamamen kurutuldu. Kurutma islemi jel
sisteminin herhangi bir toz ya da maddeye maruz kalmamasi igin steril kabinler igerisinde
gerceklestirildi. Daha sonra jel kaseti iireticinin {iirlin kilavuzuna uygun olacak sekilde

hazirlandi.

SDS-PAGE igin kullanilan soliisyonlar ve igerikleri Tablo 3.3’te verilmistir. Ilk olarak steril bir
beherde %10’luk ayirma jeli hazirlandi. Ayirma jeli i¢in pH 8.8 Tris-HCI, dH20, akrilamid
soliisyonu, SDS ve APS Tablo 3.4’te verilen miktarlarda nazik¢e karistirildi ve ultrasonik su
banyosunda 1 dakika kadar bekletildi. Bu sekilde jel soliisyon karisimi igindeki ¢dziinmiis

oksijenin karigimdan ayrilmasi saglandi. Daha sonra TEMED (Fluka) eklendi ve dncesinde
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(1 mm) arasina hava boslugu olusmayacak sekilde dokiildii.

Tablo 3. 3 : SDS PAGE soliisyonlar1 ve igerikleri.

Soliisyonlar icerikleri

o o ]

7630 Akrilamit Stok Soliisyonu Akrilamit (Sigma-Aldrich A3553) ........................... 30g
Bis-Akrilamit (Sigma-Aldrich M2022) ...................... 08¢

dH20 ile 100 mL’ye tamamlanir

1.875 M Tris-HCL Tamponu
(pH 6.8)

Trizma-Base (Sigma-Aldrich T1503) ..................... 45.43¢g
3N HCl ile pH 8.8’¢ ayarlanir
dH20 ile 100 mL’ye tamamlanir

0.6 M Tris-HCL Tamponu
(pH 6.8)

THZMA-BASE ....cvvvveiiieeicieciire s 1454 g
3N HCl ile pH 6.8’¢ ayarlanir
dH>0 ile 200 mL’ye tamamlanir

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

SDS (AppliChem A2263) ....ccccovieneiienieiicie e 10g
dH-0 ile 100 mL’ye tamamlanir

10% Amonyum persiilfat (APS)

APS (AppliChem A2941) .. oot 0.1g
dH;0 ile 1 mL’ye tamamlanir

Taze hazirlanir

1X Yiitiitme Tamponu

(25 mM Tris, 192 mM Glisin, 0.1%
SDS, pH 8.3)

THZMA-BAZ ..o 1 3.03¢g
Glisin (AppliChem AL067) .....ccovernireieeieeneeeree e, 1449
SDS L e lg

dH20O ile 1 L’ye tamamlanir

2X Ornek Yiikleme Tamponu

0.6 M Tris-HCIl Tamponu (pH6.8) .....coveriiiiiiircien, 5mL
SDS e s 05¢
Siikroz (Sigma-Aldrich S0389) ..o 1454 ¢
B-Merkaptoetanol (AppliChem A1108) ........cccccvveeeee. 0.25mL

Bromo-fenol mavisi (0.5% (w/v) stok, Merck 108122) ....5mL

dH20 ile 50 mL’ye tamamlanir
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Oksijen, jel polimerizasyonunu inhibe ettigi i¢in, jel yiizeyinin oksijen ile temasini 6nlemek ve
jelin yiizeyinin diiz olmasimi saglamak amaciyla jel ylizeyi yaklasik olarak 1 mL dHO ile

tamamen kapatildi ve polimerizasyona birakildi.

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, yiizeyde kalan ve sonradan eklenmis olan su dokiildi.
Ardindan Tablo 3.4’te verilen miktarlarda ayirma jeli i¢in gerekli soliisyonlar kullanilarak
ayirma jeli hazirlandi. Yiikleme jeli hazirlarken gecerli olan biitiin adimlar ayirma jeli
hazirlanirken de uygulandi ve hazirlanan jel siringa yardimiyla polimerize olan ayirma jelinin

uzerine dokuldi.

Orneklerin yiiklendigi kuyucuklari olusturmak i¢in kasetin {istiine dikkatli ve hizl1 bir sekilde
bir tarak yerlestirildi. Yiikleme jeli de polimerize olduktan sonra (yaklasik 20 dakika), baglayici
klipsler ve tarak jel diizeneginden nazikge ¢ikarildi. Bu asamada jelin kirilmamasina ve zarar

gormemesine dikkat edildi.

Tablo 3. 4 : Ayirma ve yiikleme jeli i¢erik ve miktarlari (1 jel igin gerekli miktarlar verilmistir).

Gel igerigi Ayirma Jeli (%10 Akrilamit) Yiikleme jeli (%5 Akrilamit)
Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) | 1 mL -
Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) - 250 uL
dH20 2.262 mL 1.875 mL
%30 Stok Akrilamit | 1.662 mL 337.5uL
Soliisyonu

%10 Sodyum Dodesil Siilfat | 50 pL 25 uL
(SDS)

%10 Amonyum Persiilfat | 25 pL 12.5 uL
(APS)

TEMED 1.75 uL 3.5uL

Jel kaseti, 1X tank tamponu ile doldurulmus olan elektroforez tankina yerlestirildi. Jel kuyular

tampon ile tek tek yikandi ve kuyular kirlilik veyahut da jel kalintilarindan arindirilda.
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Ornekler, minik santrifiij tiiplerine alindi ve ardindan 1: 1 (v: v) oraninda 2X 6rnek yiikleme

tamponu ile karistirildi. Ornekler icerisindeki proteinleri tamamen denatiire olmast igin tiipler

95 °C’de 5 dakika 1sitic1 blokta bekletildi.

Daha sonra ornekler kuyucuklara ayri ayri yiiklendi. Protein marker1 olarak GangNam-
STAINTM Prestained Protein Marker: (Intron Biotechnology, 24052) kullanildi. Marker, protein
agirhigr 245 kDa ile 11 kDa agirhiginda degisen bantlardan olugsmaktadir. Elektroforez, sabit
voltajda (200 V) gergeklestirildi ve ayirma islemi, bromofenol mavisinin olusturdugu bant jelin

alt kenarina ulasana kadar devam ettirildi.
3.2.4. Coomassie Blue Boyama

Jel elektroforezinden sonra, protein bantlarini goriinebilir hale getirmek i¢in Coomassie parlak
mavisi boyama yontemi kullanildi. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra jel, aside dayanikli ve

temiz bir plastik kap icerisine alindi.

I¢inde jel bulunan kaba, jelin iistiinii tamamen kaplayana kadar boyama soliisyonu dokiildii ve
kap iki saat boyunca oda sicakliginda orbital platform calkalayicida (Heidolph Unimax 1010)
50 rpm’de ¢alkalandi. Bu asamada kullanilan boyama soliisyonu; % 0.05 (w / v) Coomassie
parlak mavi R-250 (Merck 112553), 50: 10: 40 (v: v: v) oraninda MeOH (Metanol, Sigma-
Aldrich 24229) : AcOH (Asetik Asit, Sigma-Aldrich 27225) : dH.0 karisimi ile hazirlanmastir.

Iki saat sonunda jel, yikama ¢ozeltisine [5: 7: 88 (v: v: v) oranlarinda MeOH : AcOH : dH,0
karigimi ile hazirlanmistir] alind1 ve boyadan arindirilana kadar 50 rpm’de ¢alkalandi. Yikama
¢ozeltisi bu asamada belirli araliklarla degistirildi ve jelin bant igermeyen kisimlar1 tamamen
boyadan arindirilana kadar yikama islemi tekrarlandi. Jelde olusan bantlar, ChemiDoc MP

(Bio-Rad) goriintiileme sisteminde, ImageLab 5.2.1 yazilim1 kullanilarak gériintiilendi.

Goriintiilemenin ardindan kontrol gruplarindan farklilik arz eden ko-kiiltiir’e ait protein bantlari

steril bir bistiiri yardimi ile kesilerek dH20 i¢ine alindi ve LC-MS/MS analizine yollandi.
3.25. LC/MS-MS

Sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS), arastirilmak istenen molekiillerin
kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmesinde kullanilir. Bu yontem s1vi kromatografinin (LC)

ve kiitle spektrometrisinin (MS) birlesmesinden olusmaktadir. Karmasik ortamlarda yer alan
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tekli veya coklu molekiillerin analizinde, eser miktardaki maddelerin analizinde, ila¢ etken

maddelerde ve birgcok maddenin analizde yiiksek hassaslik ve dogruluk ile ¢alismaktadir.

Bu yontem diisiik molekiiler agirlikli analitler i¢in immiinolojik testlerden veya geleneksel
yiiksek performans/basingli sivi kromatografisinden (HPLC) daha {istiin analitik 6zgiilliik
sunmakta ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisinden (GC-MS) daha yiiksek verimle
calismaktadir (Grebe ve Singh, 2011).

Calismada hazirlanmis olan protein orneklerinin yiiksek verimli analizi icin LC/MS-MS,
hizmet alimi olarak Acibadem Universitesine bagli, Acibadem LabMed firmasi tarafindan

gerceklestirilmistir.
3.2.6. Proteinlerin Siiflandirilmasi ve Fonksiyonlarimin Arastirilmasi

Evrensel Protein Kaynagi (UniProt), protein dizisi ve agiklama verileri i¢in kapsamli bir
kaynaktir. UniProt veri tabanlari, bir protein hakkinda deneysel olarak dogrulanmis veya
hesaplamal1 olarak tahmin edilen fonksiyonel bilgilerin bir 6zetine bagli sekilde bilinen tiim
protein dizisi verilerinin bir 6zetini saglar. Bu platform UniProtKB Proteomlar: araciligiyla
saglanan tamamen dizili viral, bakteriyel, arkeal ve 6karyotik genomlardan kaynaklanan, bir
organizma tarafindan eksprese edildigine inanilan eksiksiz protein seti olan >292.000

proteomlu 189 milyondan fazla dizi kaydi icermektedir (UniProt Konsorsiyum, 2021).

PANTHER (http://www.pantherdb.org/) biyologlarin dizileme, proteomik veya gen
ekspresyonu deneylerinden elde edilen biiylik 6l¢ekli, genom ¢apinda verileri analiz etmelerini
saglayan gen islevi, ontoloji, yolaklar ve istatistiksel analiz araglarini birlestiren kapsamli bir
sistemdir. Gen ve protein fonksiyonlarini siniflandirmay1 amaglayan bu sistem, deneysel
verileri analiz etmek i¢in ¢evrimi¢i bir kaynak olarak hizmet etmektedir (Thomas ve dig., 2003;
Thomas ve dig., 2006; Mi ve dig., 2013).

LC/MS-MS sonucunda protein ID numaralariyla gelen sonuglar UniProt ve PANTHER
programlar1 kullanilarak analiz edildi. UniProtta proteinlerin isimleri ve fonksiyonlar
arastirtlirken, PANTHER programi kullanilarak metabolik fonksiyonlart ve proteinlerin

bulundugu hiicresel kompanentler analiz edildi.


http://www.pantherdb.org/
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4. BULGULAR

4.1.PROTEIN ANALIiZ SONUCLARI

4.1.1. Protein Konsantrasyonlari

48 saat ve 72 saat ko-kiiltiire birakilmis 6rneklerden “Boliim 3.3”de anlatildig: sekilde metanol-
kloroform-su yéntemiyle protein eldesi gerceklestirildi. Protein eldesi sonrasinda “Smart™
BCA Protein Assay Kit” kullanilarak protein konsantrasyonlari hesaplandi. Kit igeriginde
bulunan BSA stogundan 25, 125, 250, 500,1000,1500 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlara sahip
standartlar hazirlandi, standartlarin ve 6rneklerin 562nm’de maksimum absorbans degerleri

hesaplanarak standart grafigi elde edildi.
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Sekil 4.1: BSA standartlari ile ¢izilen standart grafigi (R2= 0.9987).
Sekil 4.1°de gosterilen lineer grafik ve dogru denklemi kullanilarak izolasyonu yapilmis olan

protein Orneklerinin konsantrasyonlari hesaplandi. Her bir 6rnek icin hesaplanan protein

konsantrasyonu Tablo 4.1’de gosterilmistir.
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Tablo 4. 1: Her bir 6rnek i¢in hesaplanan protein konsantrasyonlart.

Deney Seti Protein Konsantrasyonu (ug/mL)
S. pombe kiiltlirii (48. saat) 0
E. coli kUltira (48. saat) 591
Ko-kdiltlir (48. saat) 746
S. pombe kultirl (72. saat) 261
E. coli klturd (72. saat) 4521
Ko-kiltiir (72. saat) 4781

Jele yiikleme yapmadan dnce her kuyuya ayni konsantrasyonda 6rnek yiiklemek i¢in 48 saat ve
72 saat ornekleri kendi aralarinda hesaplandi. 48.saatte izolasyonu gergeklesmis olan drnekler
icin her bir 6rnegin protein konsantrasyonu 15 pg, 72.saatte izolasyonu gerceklesmis olan
ornekler i¢in her bir 6rnegin protein konsantrasyonu 90,4 ng olacak sekilde poliakrilamid jel
elektroforezi gergeklestirildi. 48. Saat S. pombe kiiltiirii standart grafigin disinda kaldigi igin
hesaplamalara dahil edilmedi.

4.1.2. Elektroforetik Analiz Sonuclari

Protein konsantrasyonlar1 hesaplanan protein ornekleri, 1:1 (v:v) oraninda Ornek yiikleme
tamponu ile karigtirildi. 48. saate ait lic 6rnek her birinin konsantrasyonu 15 pg, 72. saatte ait

ti¢ ornek her birinin konsantrasyonu 90,4 ng olacak sekilde jel kuyularina ytiklendi.

200 V sabit voltajda ytiriitiilen proteinler daha sonrasinda Coomassie boyama yontemi ile
goriiniir hale getirildi. Boyama sonucunda jel {izerinde gozle goriiniir hale gelen bantlar
ChemiDoc MP (Bio-Rad) sistemi ve ImageLab 5.2.1 yazilimi kullanilarak analiz edildi (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2: Coommasie boyama sonrasinda goriiniir hale gelen protein bantlari.

Sekil 4.2°de verilmis olan goriintiide 1., 2. Ve 3. kuyular 48. saatte izole edilmis Srnekleri
yansitirken; 5., 6. ve 7. kuyulara yiiklenmis Ornekler 72. saatte izole edilen Ornekleri
gostermektedir. 4. Kuyuya GangNam-STAIN™ Prestained Protein Marker: (intron
Biotechnology, 24052) yiiklenmistir. Goriintiillemede, jele 15 pg yliklenmis olan 48. saat
orneklerinin protein bantlari, jele 90,4 ng yiikklenmis olan 72. Saat drneklerinin bantlarindan
silik oldugu gozlemlenmistir. Jel dikkatle incelendiginde ise Sekil 4.1°de isaretlenmis olan 1 ve
2 numarali bantlarin 72. saat kontrol gruplarindan Kalitatif olarak farklilik arz ettigi tespit
edilmistir. Bu sebeple bu bantlar steril bir 6ze ile kesilmis ve dH20 igerisinde temiz bir

mikrosantrifiij tiipline alinarak LC-MS/MS analizi i¢in hazirlanmistir.
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4.1.3. LC-MS/MS Sonuclar1

LC-MS/MS protein sonuglar1 UniProt’ta analiz edilmis ve protein isimleri ve fonksiyonlariyla
Tablo 4.2°de verilmistir. Ayrica proteinler ¢evrimici bir platfom olan PANTHER programi
kullanilarak, tanimlanan proteinlerin ve hiicresel yerlesimine gore (Sekil 4.3) ve hiicresel

islevlerine gore (Sekil 4.4) siniflandirilmustir.

Tablo 4.2 : LC-MS/MS Sonuglart.

UniProt
Protein Protein ismi Fonksiyonu
Numarasi
Entner-Doudoroff yolaginda
POA955 KHG/KDPG aldolaz glikozun pargalanmast siirecinde rol
oynar.
Demir-kiikiirt kiimesi biyogenezinde
) o yer alir. Ayrica demir-kiikiirt igeren
AlAGTS8 Fe/S biyogenez proteini NfuA ) o )
hasarli proteinler i¢in saperon gorevi
gorebilir.
Toksik bilesiklerin par¢alanmasinda
yer alir. N-etilmaleimid molekiiliiniin
P77258 N-etilmaleimid rediiktaz
N-etilsiiksinimid molekiiliine
indirgenmesini katalize eder.
. o L-treonin aminoasidini 2-amino-3-
AlAHF3 L-treonin 3-dehidrojenaz
ketobiitirat molekiiliine okside eder.
o L-sisteinden L-sistatiyonin
P00935 Sistatiyonin gama sentaz
olusumunu katalize eder.
Tas, aldo-keto rediiktazlara
benzerligi olan bir proteindir.
POA9T4 Protein tas Fizyolojik substrat bilinmemektedir.
Amino asit agligina hiicresel tepkide
yer almaktadir.
. . 508 alt birimi olusturan ilk
AlAGC4 50S ribozomal protein L13 ) .
proteinlerdendir.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

A1ABAS5

Trigger faktor

Protein taginmasinda gérev alir. Yeni

sentezlenmis bir proteini {igiinciil
yapisini almadan 6nce agik

konformasyonunda koruyarak bir

saperon gorevi goriir.

POA917

Dis membran proteini X

OmpX

E. coli’ye ait yiiksek korunmuslukta
kiigiik (18 kDa) bir dis zar
proteinidir. Bakteriyel yapismay1 ve
memeli hiicrelerine girisi
kolaylagtirir. Ayrica, insan
kompleman sistemi tarafindan gelen
saldirilara karsi direng geligtirmede

rol oynar.

POAGEG

Kinon rediiktaz

Kinonlarin indirgenmesini kataliz
eder. Yiiksek oranda reaktif
semikinon ara iirlinlerinin olusumunu
onler ve hidrojen peroksit toleransini
destekleyen kinoller iiretir.
Ayrica toksik kromat1 daha az toksik
olan Cr3+'a indirgeyebilir.

POA9S5

Gliserol dehidrogenaz

Gliseroliin dihidroksiasetona
oksidasyonunu kataliz eder.
Mikroorganizmalarin anaerobik
kosullar altinda bir karbon kaynagi

olarak gliserol kullanmasin1 saglar.

POAB73

Fruktoz-bifosfat aldolaz sinif 2

Glukoneogenezde fruktoz 1,6-
bifosfat (FBP) olusturmak i¢in
dihidroksiaseton fosfatin (DHAP
veya gliseron-fosfat) gliseraldehit 3-
fosfat (G3P) ile aldol yogunlasmasim
ve glikolizde ters reaksiyonu katalize

eder.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglar1

POAEES

D-galaktoz baglayici periplazmik protein

Bu protein, galaktoz ve glikozun
aktif taginmasinda rol oynar. Trg
kemoreseptorii ile etkilegerek iki

sekere kars1 kemotaksiste rol oynar.

A8A810

Ornitin karbamoiltransferaz

L-sitriilin iiretmek i¢in karbamoil
grubunun karbamoil fosfattan (CP)
ornitinin (ORN) N(epsilon) atomuna
transferini tersine ¢evirerek katalize

eder.

B1X9H2

N-metil-L-triptofan oksidaz

N-metil-L-triptofanin oksidatif

demetilasyonunu katalize eder.

B7NIC7

2,3,4,5-tetrahidropiridin-2,6-dikarboksilat

N-suksiniltransferaz

(S)-tetrahidrodipikolinattan
(stiksinilaz yolu) LL-2,6-
diaminopimelat sentezleyen alt yolun

1. adiminda yer alir.

P31133

Putresin baglayici periplazmik

protein PotF

Putresin alimina dahil olan ABC
tagiyic1 kompleksi PotFGHI'nin bir
pargasidir. Putresin'i baglar. Glukoz

varliginda hiicre biiyiimesi i¢in
gerekli olan optimum poliamin
konsantrasyonunun korunmasi igin

putresin ithal eder.

P76108

Bifonksiyonel polihidroksibiitirat sentaz / ABC

tastyici periplazmik baglayici protein

R-3-hidroksibutiratin (cPHB) kisa
polimerlerinin olusumunu katalize
eder. ABC tastyict kompleksi
YdcSTUV'nin bir pargasidir.
Transformasyon sirasinda dsDNA'y1
baglayabilir ve YdcV'nin
olusturdugu i¢ zar kanalina iletebilir

(Olasi).
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

ABA1P5

Histidinol-fosfat aminotransferaz

Bu protein, 5-fosfo-alfa-D-riboz 1-
difosfattan L-histidin sentez
yolaginin 7. adiminda yer alir,

katalitik aktivite gosterir.

AlAGT76

Argininosiiksinat sentaz

Bu protein, L-ornitin ve karbamoil
fosfattan L-arginini sentez yolaginin

2. adiminda yer alir.

POAGE9

Siiksinat--CoA ligaz alt birim alfa

Siiksinil-CoA sentetaz, sitrik asit
dongiisiinde (TCA) islev goriir,
stiksinil-CoA'nin hidrolizini ATP
veya GTP sentezine baglar ve bu
nedenle TCA'da substrat diizeyinde
fosforilasyonun tek adimini temsil

eder.

POA7A9

Inorganik pirofosfataz

Inorganik pirofosfatin (PPi)

hidrolizini katalize eder.

POAE11

AlKil hidroperoksit rediiktaz C

Hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitlerin sirasiyla suya ve
alkollere indirgenmesini katalize
eden tiyol spesifik peroksidazdir.
Peroksitleri detoksifiye ederek
oksidatif strese karsi hiicre

korumasinda rol oynar.

P27250

Aldehit rediiktaz Ahr

Alifatik yagli aldehitler (C4-C16)
dahil olmak iizere ¢ok gesitli
aldehitlerin karsilik gelen alkollerine
indirgenmesini katalize eder. E.
coli'de NADPH'ye bagli aldehit
rediiktaz aktivitesinin ilgili bir
kaynagidir. Ahr'in in vivo
fonksiyonlar1 heniiz

belirlenmemistir.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

ATZHR2

Ribozom geri doniisiim faktorii

Protein biyosentezinin sonunda
mRNA'dan ribozomlarin

salinmasindan sorumludur.

ALAGK2

30S ribozomal protein S3

308 alt biriminin alt kismini baglar.
70S ribozomunda mRNA'y1 baglar
ve onu translasyon igin

konumlandirir.

POAEK4

Enoil-[a¢il-tasiyici-protein] rediiktaz [NADH] Fabl

Bir agil-tastyici proteine (ACP)
kovalent olarak bagli enoil
kismindaki karbon-karbon ¢ift
bagmin indirgenmesini katalize eder.
Lipid metabolizmasinda ve biyotin
biyosentezinde kullanilan yag
asitlerinin uzama dongiisiinde yer

alir.

ATZUJ7

50S ribozomal protein L1

Dogrudan 23S rRNA'ya baglanir.
L1 bolgesi ribozomda oldukga
hareketlidir ve E bolgesi tRNA

salimiminda rol oynar. Protein L1

ayn1 zamanda bir translasyon
baskilayici proteindir, mRNA'ya
baglanarak L11 operonunun

translasyonunu kontrol eder.

POA910

Dis membran protein A

OmpA

Periplazmadaki peptidoglikan hiicre

duvarinin konumunun korunmasinda
rol oynadig diisiiniilmektedir.

Cevresel strese karsi direngte, dis
zarin islevselliginde ve hiicre

seklinde rol oynar.

POABC7

FtsH proteaz HfIK modiilatorii

Istya cevaben sentezlenen katalitik
aktivitelerin negatif regiilator

enzimidir.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

POADS6

Karakterize edilmemis protein YggE

DNA hasar1 uyarisina hiicresel
yanitta, 1stya hiicresel tepkide ve
reaktif oksijen tiirlerine hiicresel

tepkide rol oynadigi

diisiiniilmektedir.

P29012

Alanin rasemaz, katabolik

L-alanin'i D-alanin'e izomerize eder
ve daha sonra DadA tarafindan

piriivata oksitlenir.

POAG82

Fosfat baglayici protein PstS

Fosfat alimimna dahil olan ABC
tastyic1 kompleksi PstSACB'nin bir

parcasidir.

Al1AGC9

Malat dehidrogenaz

Malat'in oksaloasetata tersinir

oksidasyonunu katalize eder.

POA992

Fruktoz-bifosfat aldolaz sinif 1

B-D-fruktoz 1,6-bisfosfat
molekiiliiniin, D-gliseraldehit 3-
fosfat ve dihidroksiaseton fosfat

molekiillerine yarilmasini katalizler.

A7ZR14

Aminometiltransferaz

Glisinin pargalanmasini katalize

eder.

A7ZV11

Ko-saperonin GroES

Saperonin GroEL’le birlikte, protein
katlanmasina yardimci olmada

o6nemli bir rol oynar.

POACU7

HTH tipi transkripsiyonel diizenleyici YjdC

DNA baglayici transkripsiyon

faktori aktivitesi gosterir.

POAYAG

Hiicre boliinme proteini FtsZ

GTPaz aktivitesiyle hiicre
boliinmesi, bdlme septum montaji,
protein polimerizasyonu, gibi pek¢ok
hayati hiicresel siirecte rol

oynayabilir.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

Hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitlerin sirasiyla suya ve
alkollere indirgenmesini katalize
eden tiyol spesifik peroksidaz,
peroksitleri detoksifiye ederek
oksidatif strese karsi hiicre
Tiyol peroksidaz korumasinda rol oynar. Alkil
hidroperoksitleri tercih eder ve

POA862

bakteriyel membran oksidasyonunu

inhibe etmek i¢in lipid peroksidaz
gorevi goriir. Anaerobik biiyiime
sirasinda ana antioksidan gorevi

gorir.

Peptit bag1 sentezinde yer alir.

A1AJ55
Translasyonun uzama evresinde

etkindir.

Elongasyon factorii P

F1C fimbria alt birimlerinin dis

P46009 Dis membran 6ncii protein FocD membran boyunca disa saliminda rol

oynar.

AlAGJ1 50S ribozomal protein L15 23S rRNA'ya baglanir.

N-asetil-5-glutamil fosfatin
NADPH'ye bagli indirgenmesini
katalize ederek N-asetil-L-glutamat

5-semialdehit verir.

P11446 N-asetil-gama-glutamil-fosfat rediiktaz

Tip 1 fimbrialarin biyogenezi i¢in

P31697 Saperon proteini FimC gereklidir. FimH'ye baglanir ve

etkilesime girer.

Tip II yag asidi uzama dongiistinde
yer alir. Malonil-ACP'den bir agil
POA953 3-oksoasil-[asil-tagiyici-protein] sentaz 1 akseptoriine iki karbonun
eklenmesiyle ¢ok cesitli acil-ACP'nin

uzamasini katalize eder.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

POACU7

HTH tipi transkripsiyonel diizenleyici YjdC

DNA baglayic1 transkripsiyon

faktorii aktivitesi gosterir.

ATZTUG

ATP sentaz alt birimi alfa

Membran boyunca bir proton
gradyani varliginda ADP'den ATP
iiretir. Alfa zinciri diizenleyici bir alt

birimdir.

P69811

Multifosforil transfer proteini

Baslica bir karbonhidrat aktif tagima
sistemi olan fosfoenolpiruvat bagimli
seker fosfotransferaz sistemi (seker
PTS), hiicre zar1 boyunca yer
degistirmeleriyle birlikte gelen seker
substratlariin fosforilasyonunu

katalize eder.

Q46851

L-gliseraldehit 3-fosfat rediiktaz

L-gliseraldehit 3-fosfatin (L-GAP)
stereospesifik, NADPH'ye bagl

indirgenmesini katalize eder.

AL1AILS

Dihidroorotat dehidrojenaz (kinon)

Elektron alicisi olarak kinon ile
dihidroorotatin orotata doniistimiinii

katalize eder.

P27828

UDP-N-asetilglukozamin 2-epimeraz

UDP-N-asetilglukozaminin (UDP-
GIcNAC) C-2'deki tersine gevrilebilir
epimerizasyonunu katalize eder ve
boylece bakterilere ManNAc
kalintilarinin aktive edilmis donérii
olan UDP-N-asetilmannosamin
(UDP-ManNAc) saglar.

B7LQ20

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz

Kofaktér NAD kullanarak
gliseraldehit 3-fosfatin (G3P) 1,3-
bifosfogliserata (BPG) oksidatif

fosforilasyonunu katalize eder.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

AlAES82

Serin hidroksimetiltransferaz

Tetrahidrofolat (THF) ile serin ve
glisinin tersinir reaksiyonunu
katalize eder.

P69783

PTS sistemi glikoza 6zgii EIIA bileseni

Baslica bir karbonhidrat aktif tagima
sistemi olan fosfoenolpiruvat bagimli
seker fosfotransferaz sistemi (seker
PTS), hiicre zar1 boyunca yer
degistirmeleriyle birlikte gelen seker
substratlarinin fosforilasyonunu

katalize eder.

P02925

Riboz salinimi baglayici protein RbsB

ABC-tastyic1 kompleksinin bir
iiyesidir, riboz sekerinin hiicre disina
taginiminda rol oynar. Ayrica
kemotaksi i¢in birincil kemoreseptor

gorevi gortir.

ATZV33

Oligoriboniikleaz

Oligoriboniikleotitler i¢in spesifik 3'
ila 5' eksoriboniikleaz aktivitesi

gosterir.

P00448

Stiperoksit dismutaz [Mn]

Hiicrelerde iiretilen ve biyolojik
sistemler i¢in toksik olan siiperoksit

anyon radikallerini yok eder.

P76015

PEP'e bagiml dihidroksiaseton kinaz,
dihidroksiaseton baglayicr alt birim DhaK

DhaL-ATP'den bir fosforil grubu
transferi yoluyla dihidroksiasetonun
fosfoenolpiruvata (PEP) bagimli
fosforilasyonundan sorumlu olan
dihidroksiaseton kinazin
dihidroksiaseton baglayici alt

birimidir.

E0J5J4

2-dehidro-3-deoksiglukonokinaz

2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonat

(KDPGQG) iiretmek igin 2-keto-3-
deoksiglukonatin (KDG)

fosforilasyonunu katalize eder.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

POAEP3

UTP--glukoz-1-fosfat uridililtransferaz

Duragan fazda hiicrelerin hayatta
kalmasinda rol oynayabilir. Pek ¢ok
metabolik yolakta rol oynayan (-
UDP aktaran) transferaz fonksiyonlu

bir enzimdir.

AlAES53

4-hidroksi-3-metilbut-2-en-1-il difosfat sentaz

2C-metil-D-eritritol 2,4-
siklodifosfat1 (ME-2,4cPP) 1-
hidroksi-2-metil-2-(E)-butenil 4-

difosfata doniistiiriir.

P69908

Glutamat dekarboksilaz alfa

Reaksiyonda bir hiicre i¢i proton
titketerek glutamati gama-
aminobiitirata (GABA) doniistiiriir.
Gad sistemi, hiicreler asir1 asidik
kosullara maruz kaldiginda nétre
yakin hiicre i¢i pH' korunmasina

yardimet olur.

Q46856

Alkol dehidrojenaz YghD

NADP'ye bagli ADH aktivitesi

gosterir.

AlAT7L3

30S ribozomal protein S2

Ribozomu yapisal bilesenidir.

P00946

Mannoz-6-fosfat izomeraz

Glikozun GDP-L-fukoza

doniistiiriilmesinde yer alir.

POAFHS8

Ozmotik olarak indiiklenebilir protein Y

Saperon aracili protein
katlanmasinda, hiperozmotik yanitta
ve ozmotik strese karsi yanitta rol

oynar.

POA9H7

Siklopropan-yag-agil-fosfolipid sentaz

S-adenosil-L-metioninden bir
metilen grubunu doymamais bir yag
asidi zincirinin cis ¢ift bagina aktarir
ve ¢ift bagin bir metilen kopriisii ile

degistirilmesinde rol oynar.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

AlATKO

Glutamat-1-semialdehit 2,1-aminomutaz

(S)-4-amino-5-oksopentanoat'tan 5-
aminolevulina olusumunu katalize

eder.

AlABAGL

ATP'ye bagimli Clp proteaz proteolitik alt birimi

ATP hidrolizi gerektiren bir slirecte
cesitli proteinlerdeki peptitleri

pargalar.

P21367

Olas1 hidrolaz YcaC

Hidrolaz aktivitesi gosterdigi

disiiniilmektedir.

POA867

Transaldolaz A

Transaldolaz, pentoz-fosfat
yolundaki metabolitlerin dengesi i¢in

onemli bir proteindir.

P39377

[zoaspartil dipeptidaz

L-izoaspartil (L-beta-aspartil)
dipeptitlerinin bir alt kiimesinin
hidrolitik boliinmesini katalize eder.
L-izoaspartil kalintilar1 olusumundan
zarar gérmiis proteinleri pargalamak

i¢in kullanilir.

QOTCF3

50S ribozomal protein L5

Ribozomal alt birimlerin hareketinde
rol oynayan yapiy1 olusturur.
Ribozomdaki P bolgesi tRNA ile
baglant1 kurar; 5S rRNA ve iligkili
proteinlerinden bazilari, ribozoma
bagli tRNA'larin konumlanmasint

stabilize etmeye yardimci olabilir.

AlAGJ4

50S ribozomal protein L6

Bu protein 23S rRNA'ya baglanir ve

ikincil yapisinda 6nemlidir.

POA871

Transaldolaz B

Transaldolaz, pentoz-fosfat
yolundaki metabolitlerin dengesi i¢in

Onemlidir.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

P00509

Aspartat aminotransferaz

2-oxoglutarate ve L-aspartate'dan, L-
glutamate ve oxaloacetate

olusumunu katalize eder.

B7NLP6

30S ribozomal protein S7

Birincil rRNA baglayict
proteinlerden biri, dogrudan 16S
rRNA'ya baglanir ve burada 30S alt
biriminin bag bdlgesinin birlesimini

¢ekirdeklendirir.

POA7Z4

DNA'ya yonelik RNA polimeraz alt birimi alfa

DNA'ya bagimlt RNA polimeraz
(RNAP), substrat olarak dort
riboniikleosit trifosfat kullanarak
DNA'nin RNA'ya transkripsiyonunu

katalize eder.

AlAGI7

30S ribozomal protein S4

Birincil rRNA baglayict
proteinlerden biridir, dogrudan 16S
rRNA'ya baglanir ve burada 30S alt

biriminin gévdesinin birlesimini

cekirdeklendirir.

POAGD3

Siiperoksit dismutaz [Fe]

Hiicrelerde firetilen ve biyolojik
sistemler i¢in toksik olan siiperoksit

anyon radikallerini yok eder.

P08506

D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz DacC

Seker-peptid hiicre duvari
onciilerinden C-terminal D-alanil

kalintilarint giderir.

ATZIA8

Siiksinat-CoA ligaz [ADP olusturan] alt birim beta

Siiksinil-CoA sentetaz, sitrik asit
dongiisiinde (TCA) islev goriir,
stiksinil-CoA'nin hidrolizini ATP
veya GTP sentezine baglar ve bu
nedenle TCA'da substrat diizeyinde
fosforilasyonun tek adimini temsil

eder.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

B7LCN9

Fosforibosilformilglisinamidin siklo-ligaz

2-formamido-N1-(5-0-fosfo-B-D-
ribosil)asetamidin + ATP = 5-amino-

1-(5-fosfo-B-D-ribozil)imidazol +

ADP + H+ + fosfat reaksiyonunu

katalize eder.

ABA3X7

4-deoksi-L-threo-5-heksosuloz-uronat ketol-izomeraz

5-dehidro-4-deoksi-D-glukuronatin
3-deoksi-D-glisero-2,5-
heksodiiilosonata izomerizasyonunu

katalize eder.

POAEB2

D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz DacA

Seker-peptid hiicre duvari
onciilerinden C-terminal D-alanil

kalintilarini giderir.

POA9C3

Aldoz 1-epimeraz

Mutarotaz, alfa-aldozu beta-anomere
doniistiirir. D-glukoz, L-arabinoz,
D-ksiloz, D-galaktoz, maltoz ve

laktoz tizerinde aktiftir.

P02931

Dis membran porin F

Kiigiik molekiillerin dis zar boyunca
pasif difiizyonuna izin veren

gozenekler olusturur.

POA9K3

PhoH benzeri protein

Sitoplazmik bir proteindir ve fosfat
aclig1 sirasinda indiiklendigi

diigiiniilen bir ATPaz'd1r.

A1AEW7

Enolaz

2-fosfogliseratin fosfoenolpiruvata
tersinir doniisiimiinii katalize eder.
Karbonhidratlarin glikoliz yoluyla

parcalanmasi i¢in gereklidir.

ATZMI2

Fenilalanin-tRNA ligaz alfa alt birimi

Fenilalanil-tRNA

aminoasilasyonunundan sorumludur.

ATZHRO

Elangasyon faktorii Ts

GDP'nin GTP'ye doniisiimiinii tegvik

eder.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

B1X931

Eritronat-4-fosfat dehidrojenaz

Eritronat-4-fosfatin 3-hidroksi-2-
okso-4-fosfonooksibutanoata

oksidasyonunu katalize eder.

POABT77

2-amino-3-ketobutirat koenzim A ligaz

2-amino-3-ketobiitirattan, glisin ve

asetil-CoA olusumunu katalize eder.

B5Z0M1

Fosfoheptoz izomeraz

D-glisero-D-manno-heptoz 7-fosfatta
sedoheptuloz 7-fosfatin

izomerizasyonunu Kkatalize eder.

POAEX9

Maltoz/maltodekstrin baglayici periplazmik protein

Maltoz/maltodekstrin alimina dahil
olan ABC tastyict kompleksi
MalEFGK 'nin bir pargasidir.

Maltozu ve maltotrioz gibi daha

yiiksek maltodekstrinleri baglar.

A7ZIMT7

Aclik sirasinda DNA korumasi proteini

Hiicre ici Fe*? iyonunu sekestre
ederek ve indirgendikten sonra
salinabilen Fe*® oksihidroksit
minerali seklinde depolayarak

DNA'y1 oksidatif hasardan korur.

A1AGKG6

50S ribozomal protein L4

Birincil rRNA baglayict
proteinlerden biri olan bu protein,
baslangigta 23S rRNA'nin 5'-ucuna

baglanir.

P37747

UDP-galaktopiranoz mutaz

Uridin difosfogalaktopiranozun
(UDP-GalP) 2-keto ara lirlinii
araciligiyla tiridin
difosfogalaktofuranoza (UDP-GalF)

karsilikli doniisiimii katalize eder.

POA9X4

Hiicre seklini belirleyen protein MreB

Hiicre seklinin belirlenmesi icin
gerekli olan zarla iliskili dinamik

filamentler olusturur.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

P04693

Aromatik-amino asit aminotransferaz

2-ketoizokaproat, p-
hidroksifenilpiruvat ve fenilpiruvatin
transaminasyonunu katalize ederek
strastyla 16sin, tirozin ve fenilalanin

olusturan enzimdir.

POAEX9

Maltoz/maltodekstrin baglayici periplazmik protein

Maltoz/maltodekstrin alimina dahil
olan ABC tastyict kompleksi
MalEFGK 'nin bir pargasidir.

Maltozu ve maltotrioz gibi daha

yiiksek maltodekstrinleri baglar.

B7NDT8

50S ribozomal protein L2

Birincil rRNA baglayict
proteinlerden biri. tRNA baglanmasi
ve peptit bagi olusumu i¢in 70S
ribozomunu olusturmak tizere 30S ve
508 alt birimlerinin birlesmesi igin

gereklidir.

B1X797

6-fosfoglukonolaktonaz

6-fosfoglukonolaktonun 6-
fosfoglukonata hidrolizini katalize

eder.

ATZ)Z6

Fosfoserin aminotransferaz

3-fosfohidroksipiruvatin fosfoserine
ve 3-hidroksi-2-okso-4-
fosfonooksibutanoatin
fosfohidroksitreonine tersinir

doniisiimiinii katalize eder.

POAGN3

Elongasyon faktorii Tu

Bu protein, protein biyosentezi
sirasinda aminoasil-tRNA'nin
ribozomlarm A bdlgesine GTP'ye
bagli baglanmasini destekler.
Hiicre biiylimesinde ve besin
yoksunluguna bakteriyel yanitta
onemli bir diizenleyici rol

oynayabilir.
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Tablo 4.2 (devam) : LC-MS/MS Sonuglari.

B1IT77

Fosfogliserat kinaz

Glikolitik yolakta fosfogliserolii
fosfatlar.

P09394

Gliserofosfodiester fosfodiesteraz, periplazmik

Gliserofosforil diester fosfodiesteraz,

deasile edilmis fosfolipitleri G3P'ye

ve ilgili alkollere hidrolize eder.

P31697

Saperon proteini FimC

Tip 1 fimbrialarin biyogenezi i¢in
gereklidir. FimH'ye baglanir ve

etkilesime girer.

POABKS5

Sistein sentaz A

Sistein sentezindeki rol oynar.

Ayrica CdiA proteininin tRNaz
aktivitesini uyarir. CdiA, hiicresel
temasa bagli biiylime inhibisyonu
(CDI) sistemi olarak iglev goren bir
toksin-bagisiklik proteininin
bilesenidir. CDI bilesenleri,
bakterilerin temasa bagli bir sekilde
yakin iligkili komsu bakterilerle
iletisim kurmasina ve bu bakterilerin

biiylimesini engellemesine izin verir.

POA9Q9

Aspartat-semialdehit dehidrojenaz

L-aspartil-4-fosfatin indirgeyici
defosforilasyonu ile NADPH'ye bagl
L-aspartat-semialdehit (L-ASA)

olusumunu katalize eder.

P06996

Dis membran proteini C
OmpC

Kii¢iik molekiillerin dis zar boyunca
pasif diflizyonuna izin veren
gozenekler olusturur, toksin

reseptoriidiir.

ALAQVT

Dihidroorotaz

Karbamoil aspartatin dihidroorotata
doniisebilir siklizasyonunu katalize

eder.
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ekstraselliiler

matriks .
0,34% plazma diger membranlar
yapisal olmayan membrani 9,43%
ekstraselltilermatriks 4,12%
2,05% )
sitosol
1,67%
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1,67%

bitin hiicresel mitokondri
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translasyonel
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B mitokondri B £R/golgi O transkripsiyonel aparatlar
B niikleus a diger sitoplazmik organeller O diger hiicresel kompanentler

[ tiim hiicresel kompanentler

Sekil 4.4 : Tanimlanan proteinlerin hiicresel yerlesimine gore siniflandirilmasi.

sinyal iletimi__ transport aktivitesi Enzim diizenlemesi
5% 1% 1% hiicre iskeleti aktivitesi
——"_____transkripsiyonel 1%
— I
diizenleme

—————— 1% pukleik asit baglanma

\kinaz aktivitesi  aktivitesi

1% 4%
O sinyal iletimi O transport aktivitesi
O transkripsiyon diizenlenmesi B translasyon aktivitesi B enzim dizenlenmesi
B niikleik asit baglanma aktivitesi B klinaz aktivitesi B hiicre iskeleti aktivitesi
B diger molekdler aktiviteler O biitiin hicresel fonksivenlar

Sekil 4.3 : Tamimlanan proteinlerin hiicresel yerlesimine gore siniflandiriimasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cogu mikroorganizma dogal ortamlarinda stirekli bir rekabet iginde yasar.
Mikroorganizmalarin bulundugu alanlardaki yogunlugu ve ¢ogu ortamdaki kaynaklarin kitlig:
g6z Oniine alindiginda, bir hiicrenin hayatta kalmasi bir bagka hiicre i¢in aglik anlamina
gelebilir. Rekabet; rakip organizmanin dogrudan antibiyotik gibi molekiillerle dldiiriilmesi ya
da mikroorganizmanin evrimsel siiregte edinilmis olan segici avantajlarindan yararlanmasi gibi
¢ok yonlii olabilir (Hibbing ve dig., 2010). Cogu ekosistemde sinirlayici faktor, karbon ve
enerji kaynaklaridir ve dogal yagam alanlarinda bakteriler besinle sinirli kosullar altinda diistik
oranlarda biiylimeye devam ederler. Hiicrelerin karbon kaynagi siirli olan kosullara kiiresel
tepkisi ile ilgili ¢alismalar, bir dizi farkli fizyolojik fenomeni ortaya ¢ikarmistir. Bununla
birlikte, burada yer alan molekiiler mekanizmalar yeterince aydinlatilamamistir (Wick ve dig.,
2001). Bu g¢alismada, karbon kaynagmin sinirlandirilmasi kosullarinda E. coli ve S. pombe
organizmalarinin birbirine karsi ya da tir igcinde gosterdikleri etkilesimler arastirilmistir.
Yapilan analizler sonucunda ¢esitli hiicresel yerlesimlerde bulunan (Sekil 4.3) ve ¢esitli

hiicresel stireglerde yer alan (Sekil 4.4) proteinler saptanmustir.

Ortamdaki glikoz miktarinin azalmasi1 ya da rakip organizmalarin glikozu kullanmasi
durumunda glikoz transportunda yer alan MgIB gibi glikoz baglayic1 proteinlerin artisi
gerceklesir (Notley-McRobb ve Ferenci, 1999). Bu durum ortamdaki az miktarda bulunan

glikozun eldesi i¢in bagka tiirler ile girilen rekabettin bir parcasi olarak degerlendirilebilir.

E. coli hiicrelerinde bulunan maltoz/maltodekstrin baglayici periplazmik protein (malE) ve D-
galaktoz baglayicit periplazmik protein (mgIB), LC-MS-MS sonuglarinda karsimiza g¢ikan
baglayici proteinlerdendir. Baglayici protein MgIB, glikoz i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir
(Ferenci, 1996), ve diisiik glikoz konsantrasyonunda, glikoz hiicreler tarafindan esas olarak bu
yolla alinir. Egli ve digerleri (1993)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, diisiik glikoz igeren E. coli
kiiltiirtine 1.8 mg 1-1 galaktoz vermeleri, hiicrelerin glikoz kullanimini azaltmis ve siirekli
kiiltiirde glikoz birikimine yol agmistir. Ayrica Hua ve dig., (2004) yaptiklar1 ¢aligmada ¢esitli
karbon kaynaklari i¢in sinirli kemostat kiiltlirlerinde membran tastyici proteinleri kodlayan bir
dizi genin ekspresyonun 6nemli dl¢iide indiiklendigini ve bu genlerin yaklasik yarisinin maltoz
(malGFE ve malK-lamB-malM operonlarinin tiim genleri), galaktoz (mgIBAC operonunun ii¢

geni) alimini kolaylastiran ¢ok cesitli yiiksek afiniteli ABC tagima sistemlerinde yer alan genler
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oldugunu gostermislerdir. E. coli’de ABC tasiyici gen ailesi tiim genomun yaklasik %5'ini
kaplamaktadir (Linton ve Higgins, 1998). Bu da bu genlerin ne kadar 6nemli oldugunu
gostermektedir. Cevresel kosullar altinda bakteri lireme ve davraniginin arastirilmasi igin
karbon sinirli kiiltiirler onerilmistir (Matin, 1979; Moriarty, 1993; Morita, 1993). Bu nedenle,
calismamizda gergeklestirilen proteom analizi sonucunda %0,1 glikoz i¢eren, karbon kaynagi
smirlandirilmis olan kiiltiirlerde mgIB ve malE proteinlerinin nitel artisi, E. coli’nin ko-kiiltiir

sartlarinda kaynak i¢in rekabet ettigini diistindiirmektedir.

Aglik sirasinda DNA korumasi proteini, dps, duragan faza gegis aninda RpoS- bagimli durum
neticesinde olusarak DNA ile kompleks olusturarak DNaz tarafindan etkilenmesine kars1 direng
kazandirmaktadir (Almiron ve dig., 1992). Calismada kullanilan E.coli bakterilerinin duragan
faza ge¢gmeden ko-kiiltiire alinmasi ve 72. saatte elde edilen hiicrelerden alinan proteinlerin
analizi sonucunda, dps olugsmasi mevcut kalori kisitlamasi ile paralel sonuglar vermektedir.
Ayrica dps proteini, oksidatif strese, demir ve bakir toksisitesine, 1s1 stresine ve asit baz
soklarina kars1 da yanitta gorev almaktadir (Nair ve Finkel, 2004). Gliserol dehidrogenaz
enzimi mikroorganizmalarin anaerobik kosullar altinda karbon kaynagi olarak gliseroliin
kullanilmasint mimkiin kilmaktadir (Gonzalez ve dig., 2008; Silva ve dig., 2019). SodA
oksidatif strese kars1 yanitta 6nemli bir birimdir (McCord, 1993) ve bu Sod enzimi Fe ve/veya
Mn ile metalloprotein olarak islev sergilemektedir (Edwards ve dig., 1998). Kinon rediiktaz
toksik kromati daha az toksik olan Cr+3’e indirgeyebilirken cok diisiik miktarda ROS
olusturmaktadir (Ackerley ve dig., 2004). Yalniz Gonzalez ve dig.,’leri (2005) yaptig1
calismada kinon rediiktazin iki elektron transferi ile ROS’lara karsi toleransli olabilecegini
belirtmektedir. Ko-kiiltiir ortamindayken dps, sodA[Mn], gldA proteinlerin varliklari,
E.coli’de aglik stresinin yaninda oksidatif stresin de meydana geldigini ve buna kars1 yanit

mekanizmalarinin etkinlestigini gostermektedir.

Calismada elde edilen bir diger protein; karakterize edilmemis protein YggE’dir. Yapilan
caligmalarda yggE geninin oksidatif stres altinda yiiksek ekspresyon sergileyen genlerden biri
oldugu ve yggE gen liriinlerinin, bakteri hiicrelerini koruma veya oksidatif stresten kaynaklanan
hiicresel hasar iyilestirmede islevsel oldugu diisiiniilmektedir (Levina ve dig., 1999). Kim ve
digerlerinin (2005) yaptiklar1 ¢calismada; yggE gen iiriiniinlin hiicre ici ROS'u orta derecede
zararsiz bir diizeye indirerek amino asit biyosentezleriyle ilgili genleri oksidatif hasardan

korudugunu diisiinmektedir. Bu tez kapsaminda yapilan ko-kiiltiir kosullarinin bir¢ok noktadan



46

hiicreleri strese maruz biraktifi da goz oniline alindiginda, (glikoz agligi, baska tiirden bir
organizmanin varligi, hiicrelerin 32° C’de iiretilmesinin vermis olabilecegi 1s1 stresi vb.) yggE
proteininin kontrol grubuna gore artis gostermis olmasi, daha dnceden yapilmis olan ¢alismalari

destekler niteliktedir.

Di1s zar proteinleri (Omp), dis zarda sabitlenmis, B-fi¢1 yapilar1 8 ila 26 iplikle olusturulmus
benzersiz bir integral membran proteinleri sinifidir. Hiicre dis1 tarafta iplikler arasinda genis,
uzanan ilmekler ve periplazmik tarafta kisa ilmekler vardir. Bu 6zellikler sayesinde Omp’ler
membranda yliksek kararlilik ve zorlu ortamlara karsi miicadele etme yetenegi saglarlar
(Rollauer ve dig., 2015). Farkli Omp’ler farkli dizilere ve islevlere sahip olsalar da yapisal ve
biyolojik 6zellikler neticesinde benzerlik gostermektedir (Chaturvedi ve Mahalakshmi, 2017).
OmpA ilk olarak 1974'te E. coli’de 1siyla degistirilebilir bir protein olarak tanimlanmistir
(Foulds ve Chai, 1978) ve orijinal olarak 1977'de saflagtirilmistir. Molekiil kiitlesi 28 kDa ila
36kDa arasinda degismektedir (Chai ve Fould, 1977). OmpA ailesi, gram negatif bakterilerin
Omp'lerinde yiiksek kopya sayisina sahip olan porin proteinlerinin bir grubudur. OmpA,
bakteriyel yiizey biitiinliigiiniin korunmasinda 6énemli bir rol oynar (Samsudin ve dig., 2016).
OmpX, konak savunma mekanizmalarin1 nétralize ederek viriilans i¢in dnemli gibi goriinen
yiiksek oranda korunmus protein ailesine aittir (Heffernan ve dig., 1994). 72 saatlik ko-kiiltiir
ortaminda OmpA, OmpX, OmpC, OmpF, FocD, FimC proteinleri LC-MS-MS sonuglarinda
karsimiza ¢ikan diger proteinlerdir. Deconinck ve dig., (2020) OmpA proteinin Rcs stres
yanitinda etkili oldugunu gostermistir. Laucbaher ve Ades (2021) Res yanitinin da beta-lactam
antibiyotiklerine kars1 diren¢ olusturma fonksiyonu sergiledigini belirtmistir. Ayrica Dam ve
dig., (2017) MicC sRNA molekiiliiniin OmpC/N iizerinde kontrol gerceklestirdigini ve
boylelikle beta-laktam antibiyotiklerine kars1 yanitta gorev aldigini géstermistir. Dahas1t OmpC
temas bagimli etkilesimde sinyal molekiillerin taninmasinnda reseptor olarak islev
sergilemektedir (Beck ve dig., 2016). Eldeki bulgular neticensinde sistein sentaz A proteinin
varlig1 ve bu proteinin temas bagimli biiyiime inhibisyonunda uyarilmasi nedeniyle (Diner ve
dig., 2012), kiiltiir ortaminda E. coli ve S. pombe'nin temas halinde oldugunu gostermektedir.
Dupont ve dig., (2007) gevresel strese erken yanitta OmpX ve OmpF nin islevsel oldugunu
gostermistir. Choi and Lee (2019), OmpC’nin hem antibiyotik yanitinda hem de hiicre
membranin biitiinliigiinlin saglanmasinda goérev aldigimi belirtmistir. Ghai ve dig., (2018)
OmpF’nin yapilarma ve dipolar 6zelliklerine bagl olarak benzer biiyiikliikteki molekiillere

secici gegirgenlik gosterebildigini, yaygin bir sekilde kullanilan bir antibiyotik olan ampisilinin
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kimyasal kararliliginin, periplazmadaki hedefe ulagsmak i¢cin OmpF'ye niifuz etmede énemli bir
faktor oldugunu bildirmistir. Bakterinin dis ylizeye yerlesmesini saglayan fimbrianin olusmasi
ve iglevsellesmesi FocC ve FocD’ye baglidir (Klemm ve dig., 1994,1995). FimC de fimbria
biyogenezinde saperon olarak gorev almaktadir (Choudhury ve dig., 1999).

Bakteriler biyoteknolojik siireclerde yaygin olarak kullanilan organizmalardir. Ozellikle hiicre
disina salgiladiklan ¢esitli enzimlerle tip, gida ve c¢evre endiistrilerinde oldukg¢a kullanilirlar.
N-ctilmaleimid rediiktaz enzimi, 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) gibi toksik Kirleticileri
parcalamaktadir. NemA, NfsA ve NfsB ile aromatik halka iizerideki nitro gruplarini indirger.
Boylece E. coli hiicre biiyiimesi i¢in nitrojen kullanmaktadir (Gonzélez-Pérez ve dig., 2007).
Alt1 degerlikli Krom (Cr VI) ciddi bir ¢evre kirleticisidir ve bu formuyla suda yiiksek oranda
¢oziinmektedir. Cr VI’y1 daha az toksik ve ¢oziinmez formu olan Cr III’e ¢eviren bakteriler
kesfedilmistir. Robins ve digerleri (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada E. coli NemA ‘sinin yiiksek

verimle c¢alisan bir Cr VI rediiktaz oldugunu kesfetmislerdir.

Tez c¢alismasinda elde edilen proteinlerden biri olan N-etilmaleimid rediiktaz (NemA)
biyoteknolojide karsimiza ¢gikan 6nemli proteinlerden birsidir (Gonzalez-Pérez ve dig., 2007).
Bunun gibi ilgili proteinlerin eldesinde farkli biyosiiregler karsimiza ¢ikmakta ve bunlarin
fizibiliteleri yapilmaktadir. Ko-kiiltiir sistemleri biyoteknolojik ¢aligmalara oldukga
uyarlanabilen sistemlerdir. Ko-kiiltiir sistemleriyle anlatiminin arttig1 diisiiniilen iriinlerin ileri
molekiiler analizleri ve fizibiliteleri yapilarak, daha diisiik maliyette daha verimli iiriin eldesinin
sagladig1 kesfedilirse, NemA gibi enzimlerin yiiksek verimli iiretilmesiyle biyoteknolojik
caligmalara katki saglanabilir. Elde edilen bulgular 1s1ginda, ko-kiiltiir ortaminda E.coli’nin
yukarida bahsi gegen proteinleri olusturmasinin ortam sartlarindan ve S. Pombe’den kaynakli

olan streslere kars1 yaniti olarak degerlendirebiliriz.

Bugiine kadar yiirtitiilen birgok mikrobiyal rekabet ¢alismasinin en 6nemli sinirlamasi, in vitro
calismalardan elde edilen verilerin daha dogal ortamlarda test edilememis olmasidir. Ozellikle
saf kiiltiirlerle yapilan calismalar ikincil metabolitlerin etkilesimini hesaba katmaz ve
mikroorganizmalarin birbirlerine karsi davraniglarini anlamlandirmamiza sinirl bir bakis agisi
saglar (Park ve dig., 2011; Nai ve Meyer 2018). Bu baglamda yapilan in vitro ¢calismalarda ko-
kiltiirlerin kullanilmas1 ve dogal ortam sartlarinin yaratilmasi, bu c¢alismalarin ilerlemesi

acisindan oldukca 6nemlidir. Ko-kiiltiir sistemlerinin kurulmasi ve bu sistemlerin gelistirilmesi
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cesitli biyolojik sorularin yanitlanmasina ve cesitli biyolojik sorunlarin {istesinden gelinmesine

katki saglayacaktir.

Tek bir mikroorganizmada kolayca yapilandirilamayan 6zellikler olan mikroorganizmalarin
direnclilikleri, degisen ortamlarda metabolizmanin kararliligi ve strese karsi gostermis
olduklar1 yanitlardaki degisiklikler, toksik metabolik atiklara veya hammaddedeki bilesiklere
toleranslari gibi 6zellikler ko-kiiltiirlerle anlasilabilir (Zhu ve dig., 2012; Ortiz-Marquez ve dig.,
2013).

Bu tez ¢aligmasi S. pombe ve E. coli ko-kiiltiirlerinin kurulmasi ve kiiltiir besiyerinde ortaya
¢ikan proteinlerin incelenmesini icermektedir. SDS-Page sonrasinda kalitatif olarak farkliligi
saptanan baska bantlarin da analizleri yapilarak calisma genisletilebilir. Biyoinformatik
analizler elde edilen verilerin yorumlanmasi ig¢in olduk¢a Onemlidir. Proteinlerin hangi
yolaklarda iglev gordiikleri ve aralarindaki iligkiler degerlendirilmeli, 6nemlilik arz eden
proteinlerin ileriki caligmalarda gen ekspresyon seviyelerine yonelik ¢aligmalar yapilarak su an
elde edilen veriler kuvvetlendirilebilinir. Bu calismada elde edilen sonuglar, ko-kiiltiir
sisteminde S. pombe ve E. coli mikroorganizmalarinin metabolizmalarinda meydana gelen
degisikliklerle temel bilime, bu degisiklikler sonucunda {irettikleri iiriinlerle de gelecekte

yapilacak biyoteknolojik ¢aligmalara katki saglayabilir.
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